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A espectroscopia de infra-vermelho com transformada de Fourier 
(FT-IR) aplicada à microbiologia, com o objectivo de estudar microrganismos, 
tem vindo a ser continuadamente desenvolvida nos últimos 10 anos. Esta 
técnica apresenta vantagens relativamente às técnicas clássicas de biologia 
molecular, tais como a rapidez e simplicidade de execução assim como a 
necessidade de poucos consumíveis e um custo reduzido por análise. 
O Streptococcus pneumoniae é um microrganismo relevante ao nível 
clínico, sendo fulcral o conhecimento da susceptibilidade ao antibiótico de 
primeira linha: a penicilina. O estudo deste microrganismo deve incluir a 
serotipagem, uma vez que se conhecem 91 serótipos de Streptococcus 
pneumoniae e a prevalência de cada serótipo depende de vários factores tais 
como a zona geográfica e a idade dos indivíduos. São necessárias 
metodologias rápidas e eficazes para o estudo da susceptibilidade a 
antibióticos e da serotipagem. 
Neste trabalho estudou-se a possibilidade de recorrer à técnica de 
FT-IR para identificação do serótipo de estirpes de Streptococcus pneumonie e 
para a determinação da susceptibilidade à penicilina. Foram estudadas 61 
estirpes de doentes invasivos, disponibilizadas pelo Laboratório de 
Microbiologia da Faculdade de Medicina de Lisboa. Estas estirpes foram 
previamente analisadas quanto à susceptibilidade à penicilina pelo método 
descrito pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) e quanto ao 
serótipo, tendo sido identificados os serótipos 9V, 14, 19A, 23F1. Uma vez que 
os espectros de FT-IR são de interpretação complexa, recorreu-se à análise 
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 Verificou-se a existência de um grupo de estirpes com pouca expressão de polissacáridos capsulares 
pequena, que o método de referência não conseguiu identificar 
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multivariada para o tratamento dos dados. O método FT-IR provou ser eficaz 
para a classificação segundo o serótipo mas não demonstrou, para as 
condições estudadas, a capacidade para avaliar a susceptibilidade à penicilina. 
Neste trabalho avaliou-se ainda a relação entre a composição em 
ácidos gordos das estirpes de S. pneumoniae e o serótipo assim como a 
susceptibilidade à penicilina. Nas condições estudadas, não possível 
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In the last decade, Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
has been increasingly used as an alternative technique for the identification of 
microrganisms at the genus, species and subspecies level. FT-IR has the 
advantage of being fast, simple and a low cost (involving a minor use of 
reagents and consumables) analytical tool.  
Streptococcus pneumoniae is an important microorganism at the 
clinical level. It is of crucial importance the assessment of the susceptibility to 
the first line antibiotic: penicillin. The study of this microorganism should include 
the serotyping as there are 91 different serotypes of Streptococcus pneumoniae 
and the prevalence of each serotype depends on several factors, such as the 
geographic area and age of individuals. Therefore, it is necessary the existence 
of rapid and efficient methodologies for the susceptibility and serotyping 
analysis.  
In the present work, FT-IR was proposed as a new method for 
serotyping S. pneumonie and to determine the susceptibility to penicillin. Sixty 
one invasive strains from the Microbiology Laboratory of the Medicine Faculty of 
Lisbon were available for the analysis. These strains were previously tested for 
the susceptibility to penicillin by the method described by the “Clinical and 
Laboratory Standards Institute” (CLSI) and serotyped according to four different 
serotypes: 9V, 14, 19A, 23F2. The complexity of FT-IR spectra required the 
application of multivariate analysis in order to unveil spectral features. The 
method used was effective in the classification according to the serotype but it 
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 It was identified a group of strains with small expression of capsular polysaccharides for which the 
reference method was unable to identify the corresponding isolates serotype. 
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did not prove to be acceptable for the study of penicillin susceptibility, for the 
adopted conditions.  
In the present work the relation between the cells fatty-acids 
composition with the serotype and the penicillin susceptibility was also 
evaluated. According to the tested conditions it was not possible to demonstrate 
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Esta tese pode ser dividida em duas partes: 
1. Desenvolvimento de uma metodologia para a análise de estirpes de 
Streptococcus pneumoniae baseada na espectroscopia de infra-
vermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Os resultados 
obtidos são analisados recorrendo a análise multivariada de modo a 
verificar se esta será uma abordagem possível para a serotipagem e 
para a determinação da susceptibilidade à penicilina. Pretende-se 
também comparar o desempenho dos vários modelos quimiométricos 
construídos: análise de componentes principais (PCA), modelação 
independente de analogia de classes (SIMCA), mínimos quadrados 
parciais (PLS) discriminantes, PLS hierárquico e redes neuronais. 
2. Pretende-se ainda estudar a relação da composição em ácidos 
gordos das estirpes de Streptococcus pneumoniae (cadeias de 
carbono entre 9 e 20 átomos) com o serótipo e com a 





1. Streptococcus pneumoniae 
A bactéria Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae ou 
pneumococo) foi pela primeira vez isolada por Pasteur e Steinberg há mais de 
cem anos (131). É um coco Gram-positivo e encapsulado, sem movimento, não 
esporulante, é catalase negativo e a temperatura óptima de crescimento é de 
37ºC. As células com bastante tempo de vida aparentam ser Gram-negativas 
uma vez que apresentam rápida descoloração quando sujeitas ao teste de 
Gram. As células têm entre 0,5 a 1,2 µm de diâmetro, são ovais e encontram- 
-se agrupadas aos pares ou em cadeias curtas (Figura I.1).  
 
Figura I.1 – Fotografia de Streptococcus pneumoniae 
(fonte: www.uni-tuebingen.de/modeling/images/strep.gif) 
 
As colónias têm aspectos variados: as que resultam de células 
encapsuladas são geralmente grandes, redondas e mucóides (1 a 3 mm de 
diâmetro em gelose de sangue); as colónias de células não encapsuladas são 
pequenas e achatadas. Todas as colónias passam por um processo de 
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autólise, ou seja, a parte central das colónias dissolve-se originando uma 
depressão. As colónias são α-hemolíticas quando o crescimento ocorre à 
superfície de gelose de sangue em condições aeróbias. Contudo, se forem 
incubadas em condições anaeróbias, tornam-se β-hemolíticas. A α-hemólise é 
devida à produção de pneumolisina, uma enzima que degrada a hemoglobina, 
e que origina o aparecimento de uma cor verde (64, 131). 
 
1.1. Serótipos do Streptococcus pneumoniae 
A cápsula característica dos S. pneumoniae é um factor de virulência 
essencial(172), pois protege a bactéria da destruição pelos leucócitos(106). Esta 
cápsula tem uma natureza polissacárida e, consoante a sua composição, assim 
poderão ser definidos serótipos. Existem 91 serótipos identificados(104, 120). A 
técnica clássica para a identificação do serótipo é o teste de Quellung(61) mas 
uma actualização deste método mais fácil e rápida que se baseia nos mesmos 
princípios é o “método de xadrez” e foi descrita pela primeira vez em 1993(155). 
Neste método, numa primeira fase, testam-se soros específicos para um grupo 
de serótipos. Uma vez conhecido o grupo, determina-se o serótipo da estirpe 
por reacções de soros específicos de cada serótipo incluído no grupo. 
Considera-se que um resultado é positivo quando se observa a olho nu, ou 
com o auxílio de um microscópio de contraste de fase, a presença de uma 
dilatação da cápsula ou de uma aglutinação(155). Esta técnica tem como 
desvantagens ser trabalhosa, poder a interpretação do resultado depender da 
experiência do técnico e necessitar de quantidades de soro elevadas, tornando 
o método dispendioso(42). Actualmente existe um teste “Denka kit” que permite 
a identificação dos serótipos através de um método de aglutinação. 
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Relativamente ao teste de Quellung, este teste necessita de apenas um terço 
do tempo e um terço do custo, oferecendo resultados mais precisos(103). Outra 
técnica de serotipagem usada na investigação é a de “dot-blot” (37, 95). Nesta 
técnica, são fixados polissacáridos de pneumococos em membranas de 
nitrocelulose. Em seguida, as membranas são colocadas em contacto com os 
soros dos serótipos que se pretendem estudar. Um resultado positivo é 
identificado quando se observam halos escuros nos pontos da membrana 
correspondentes aos microrganismos com o serótipo testado(42). A técnica de 
reacção em cadeia da polimerase (PCR) também foi utilizada para a 
identificação de serótipos. Nesta técnica recorre-se a iniciadores de DNA (do 
inglês primers) para sequências específicas de cada serótipo. Como resultado 
estuda-se a existência, ou a ausência, de amplificação de DNA. Como são 
conhecidas as posições de cada iniciador, sabe-se qual o serótipo 
correspondente a cada estirpe testada. É uma técnica rápida, que permite a 
análise de um vasto número de amostras, e que foi testada nos serótipos mais 
frequentes em crianças. Quando não se obtém um resultado para os serótipos 
ensaiados, terá de se recorrer ao “método de xadrez”(26).  
 
1.2. Epidemiologia do Streptococcus pneumoniae 
Os pneumococos estão associados a diversas patologias tais como a 
pneumonia, otite média, sinusite, endocardite, meningite e até bacteriémia(131). 
As doenças causadas por S. pneumoniae são mais comuns nas crianças. 
Estima-se que, por ano, cerca de um milhão de crianças morra de doenças 
pneumocócicas, ocorrendo a maioria dos casos em países em 
desenvolvimento. Nos países desenvolvidos, os que mais sofrem com as 
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doenças causadas por S. pneumoniae são os idosos e as pessoas 
pertencentes a grupos de risco tais como os indivíduos infectados pelo vírus de 
imunodeficiência adquirida (HIV), indivíduos que têm anemias falciformes e 
quando há falência de orgãos(172). 
A distribuição dos serótipos depende da região geográfica, da idade 
dos indivíduos e do tipo de infecção, invasiva ou não invasiva. Existem diversos 
estudos que identificam a predominância dos serótipos segundo os factores 
apresentados(58, 100, 144, 145). De acordo com um estudo realizado em crianças 
saudáveis em Portugal, no período de Janeiro de 2001 a Dezembro de 2003, 
79,3% das estirpes pertenciam a um dos serótipos 6B, 14, 23F, 19F e 19A e 
13,9% das estirpes estavam associadas aos serótipos 6A, 9V, 33F, 3, 10A, 9A, 
15B, 24F e 15A, em que a prevalência de cada um dos serótipos deste último 
grupo está entre 3,8 a 0,5%(100).  
Noutro estudo realizado em Portugal, entre 1999 e 2002, com 
estirpes de S. pneumoniae invasivas de indivíduos com idade igual ou superior 
a 60 anos (correspondentes a 37% do total das estirpes de pneumococos 
analisadas) e de idade inferior a 2 anos (correspondentes a 12% do total das 
estirpes de pneumococos analisadas), verificou-se que a distribuição dos 
serótipos não é idêntica para os dois grupos etários. Assim, para crianças com 
menos de 2 anos, os serótipos mais frequentes foram o 14, o 23F, o 6B e o 
19A, e para os indivíduos com idade igual ou superior a 60 anos, os serótipos 




1.3. Terapêutica para infecções causadas por Streptococcus pneumoniae 
Relativamente à terapêutica de S. pneumoniae, o antibiótico de 
primeira linha é a penicilina. No entanto, as resistências a este antibiótico 
começam a ter grande significado e encontram-se distribuídas por todo o 








Figura I.2– Distribuição mundial de estirpes de S. pneumoniae resistentes à penicilina 
 
Clinicamente, a existência de estirpes resistentes levanta problemas 
ao nível da terapêutica empírica, uma vez que ainda não existem métodos que 
permitam o conhecimento do nível de resistência a antibióticos de resultado 
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imediato. É importante o conhecimento da susceptibilidade da estirpe 
causadora da doença ao antibiótico pois, quando se está perante um caso de 
uma estirpe resistente, existe um agravamento da doença pelo facto de o 
antibiótico de primeira linha não estar a ser eficaz, sendo necessária a 
alteração da terapêutica, muitas vezes já tarde(79, 174).  
A penicilina é um antibiótico que pertence à classe dos beta-
lactâmicos. Nos pneumococos, a penicilina liga-se às enzimas responsáveis 
pela síntese da parede celular (PBP), impedindo a sua formação aquando do 
crescimento e divisão celular. A resistência dos pneumococos à penicilina 
deve-se a alterações das PBPs que passam a ter uma afinidade mais baixa 
com o antibiótico(57). Esta alteração está relacionada com a substituição de 
genes que representam cerca de 14%(148) a 20%(32) do DNA das PBPs. Outro 
factor importante para a resistência é a existência de uma enzima (enzima da 
síntese do muropeptídeo) também alterada, codificada pelo gene murM(36, 79). 
É possível definir três níveis de resistência à penicilina: resistente, 
intermédio ou sensível. No nível intermédio, a estirpe pode ser considerada 
como sensível ou resistente consoante a história clínica do doente(174). 
Exceptuando os casos de meningite, quando existe o isolamento de 
pneumococos considerados de resistência intermédia, a penicilina poderá ser 
administrada com sucesso(37, 43, 119, 174).  
Os níveis de resistência são avaliados laboratorialmente por métodos 
de difusão em meio sólido ou o estudo da turbidez de meios líquidos. Os 
métodos de difusão em meio sólido implicam a incorporação, ou espalhamento, 
de uma suspensão do microrganismo a testar em meios gelosados. Nestes 
métodos, a solução de antibiótico a testar pode ser colocada numa cavidade 
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existente no meio, pode estar em discos de papel que são colocados à 
superfície do meio sólido ou numa tira de papel impregnada com 
concentrações crescentes (“e-test”). Depois de incubada a placa com o 
microrganismo a testar e com o antibiótico, é formado um halo à volta do 
antibiótico – halo de inibição, que será tanto menor quanto maior for a 
resistência ao antibiótico testado. Assim, para avaliar a susceptibilidade ao 
antibiótico, para os dois primeiros métodos de difusão em placa, é medido o 
diâmetro do halo de inibição, e para o método que usa a tira de papel é 
estudada a concentração a partir da qual se verifica ausência de crescimento. 
Outra metodologia implica a utilização de meios líquidos. Nestes métodos, é 
incubada uma solução que contém o microrganismo a estudar e o antibiótico 
numa dada concentração. São testadas várias concentrações de antibiótico e o 
resultado é avaliado consoante a presença de crescimento do microrganismo 
para uma dada concentração de antibiótico. O valor que permite o estudo da 
susceptibilidade ao antibiótico corresponde à concentração de antibiótico mais 
baixa que inibiu o crescimento do microrganismo (72). 
Existem normas que definem um protocolo para o estudo da 
susceptibilidade aos antibióticos que especificam, para o procedimento 
descrito, os valores a partir dos quais se considera uma estirpe sensível, 
resistente ou de sensibilidade intermédia. O valor de concentração de 
antibiótico a partir do qual se considera uma estirpe resistente tem a 
designação de concentração mínima inibitória (MIC) e, para estirpes com os 
três níveis de susceptibilidade, a MIC é definida por intervalos de 
concentrações. De acordo com os protocolos definidos pelo “Clinical and 
Laboratory Standards Institute” (CLSI) para o estudo da susceptibilidade à 
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penicilina do S. pneumoniae, os intervalos são os seguintes: ≤ 0,06 µg/ml 
sensível, entre 0,12 e 1 µg/ml considera-se sensibilidade intermédia e ≥ 2 µg/ml 
resistente(33).  
Existem descrições de uma técnica de citometria de fluxo que 
pretende determinar a MIC dos microrganismos. Esta técnica já foi aplicada, 
por exemplo, a espécies de Candida com o objectivo de avaliar a resistência ao 
fluconazole(73) e ao Mycobacterium agalactiae de modo a determinar o MIC 
para alguns antibióticos(8). Para avaliar a susceptibilidade à penicilina no  
S. pneumoniae ainda não existem descrições desta técnica. As vantagens da 
citometria de fluxo são a possibilidade de visualização da heterogeneidade da 
população no que diz respeito à resistência ao antibiótico, e o tempo para a 
obtenção de resultados ser menor: os resultados para a determinação da 
susceptibilidade ao M. agalactiae obtêm-se ao fim de 12 h de incubação em 
vez das 24h previstas nos métodos de referência. A avaliação do resultado é 
muito rápida (aproximadamente 1 minuto) e não é dependente de uma 
alteração de cor ou aumento de turbidez, como nos métodos em meio líquido. 
É, assim, uma boa alternativa aos métodos de difusão em placa ou em meios 
líquidos descritos anteriormente(8). 
Em Portugal houve uma evolução na taxa de estirpes resistentes nos 
últimos anos. Em 1989, 4,6% das estirpes de pneumococos eram não 
susceptíveis à penicilina e, em 1991, este valor subiu para 6,4%. Em 1992 
foram identificadas, pela primeira vez, estirpes cuja concentração mínima 
inibitória para a penicilina foi superior a 2 µg/ml. Naquele ano as estirpes 
resistentes correspondiam a 0,8% da totalidade das estirpes, mas esta 
percentagem subiu para 5,5% no ano de 1993(121). No período de 1994 a 2004, 
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a percentagem de estirpes de S. pneumoniae invasivas e resistentes foi de 
2,6%, enquanto que a percentagem de estirpes com sensibilidade intermédia 
foi de 18,0%, ou seja, um total de 20,6% de estirpes não susceptíveis (37). A 
não susceptibilidade à penicilina foi associada à não susceptibilidade aos 
macrólidos, à resistência ao Trimetropim-sulfametoxazole e a uma 
multirresistência em adultos(37). Existem outros estudos, também em 
pneumococos invasivos, que indicam uma percentagem de estirpes resistentes 
à penicilina ligeiramente maior (4,7%) e de resistência intermédia idêntica 
(18,2%)(145). 
De acordo com o relatório anual de 2005 da European Antimicrobial 
Resistance Surveillance System (EARSS), em Portugal, a proporção de 
estirpes não invasivas de S. pneumoniae, não susceptíveis à penicilina, 
encontra-se entre 25 e 50%(39). 
Foram descritas associações entre o nível de resistência à penicilina 
e o serótipo da estirpe(162). Na Figura I.3 pode-se observar um gráfico, presente 






Figura I.3 – Distribuição dos serogrupos e perfil de resistência (penicilina, eritromicina e 
penicilina+eritromicina), por serogrupo, de estirpes de S. pneumoniae constantes na base da 
EARSS, em 2005. Apenas foram considerados países que forneceram informação de 
serogrupos para mais de 30 estirpes (Bélgica, República Checa, Dinamarca, Islândia, 
Eslovénia e Reino Unido) (fonte: relatório da EARSS de 2005(39)) 
 
Podem ser nomeados outros estudos que relacionam um serótipo 
com uma dada resistência: a associação do serótipo 14, de estirpes de 
crianças com idade inferior a 6 anos, à sensibilidade intermédia e resistência à 
penicilina(37, 145); a relação entre os serótipos 23F, 6B, 9V, 19A, 19F e 15B, e 
uma resistência baixa à penicilina, e a multirresistência a vários outros 
antibióticos(145); e a associação entre os serótipos 14, 9V e 19A e um elevado 
grau de resistência à penicilina e uma multirresistência para estirpes de 
indivíduos com mais de 6 anos(145).  
 
2. Espectroscopia de Infra-vermelho com Transformada de Fourier 
(FT-IR) 
A espectroscopia de infra-vermelho estuda a interacção da radiação 
infra-vermelha com a matéria. A região do infra-vermelho pode ser subdividida 
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em três zonas distintas (NIR, MIR e FIR), de acordo com o número de onda, 
como mostra a Tabela I.1: 
Tabela I.1– Regiões do espectro electromagnético na zona do infra-vermelho(149) 
Zona do espectro Número de onda (cm-1) 
Infra-vermelho próximo (NIR) 10-400 
Infra-vermelho médio (MIR) 400-4000 
Infra-vermelho longínquo (FIR) 4000-14000 
 
Quando a matéria absorve radiação na zona do infra-vermelho, 
ocorrem alterações do nível de energia vibracional das ligações químicas. Os 
números de onda em que ocorrem estas transições são característicos de cada 
grupo funcional(31). Tendo em conta esta relação, foi possível a elaboração de 
tabelas que permitem a identificação de moléculas em amostras cuja 
composição é desconhecida, o que torna a espectroscopia de infra-vermelho 
muito importante em várias áreas científicas(149).  
O que se obtém como resultado de uma análise de espectroscopia 
de infra-vermelho é um gráfico da intensidade da radiação, em medidas de 
absorvância ou transmitância, em função do número de onda, designado por 
“espectro de infra-vermelho”. Este espectro resulta da manipulação de 
interferogramas de acordo com um algoritmo desenvolvido por Fourier, em que 
qualquer função matemática pode ser expressa como o somatório de ondas 
sinusoidais de frequências e amplitudes distintas. A esta técnica dá-se o nome 
de “espectroscopia de infra-vermelho com transformada de Fourier” (FT-IR)(149). 
O primeiro aparelho de FT-IR a ser comercializado foi fabricado pela 
Digilab, subsidiado pela Block Engeneering em Massachussets nos fins dos 
anos 60. Este primeiro FT-IR incorporava um interferómetro desenvolvido por 
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Albert Abraham Michelson em 1880, um laser de referência de He-Ne usado 
para monitorizar a posição do espelho e servir como um padrão do 
comprimento de onda e um minicomputador. Estes instrumentos permitiam a 
aquisição de dados com qualidade e com elevada resolução num curto espaço 
de tempo(149). O interferómetro de Michelson ainda hoje é aplicado na maioria 
dos espectrómetros de FT-IR. Na Figura I.4 pode ver-se um esquema do 
interferómetro de Michelson(156). 
  
Figura I.4 – Representação esquemática do interferómetro de Michelson (adaptado de (156)) 
 
Os componentes do FT-IR podem ser esquematizados de acordo 
com a Figura I.5(156). 
 
Figura I.5 – Esquema ilustrativo da sequência dos componentes de um FT-IR. (adaptado  
de (156)). 
 
A escolha do tipo de detector a usar em FT-IR depende da gama 
espectral em que se pretende trabalhar e da frequência de modulação do 
interferómetro. Os dois detectores mais usados na zona do infra-vermelho 
próximo são: (i) o detector piro eléctrico de sulfato de triglicerina deuterada 
Amostra 
Detector 
Espelho móvel, M1 
Luz laser He-Ne 
Luz branca 
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(DTGS), contido numa janela de halogeneto de metal alcalino, resistente à 
temperatura, e (ii) o detector de foto condutividade, composto por uma liga 
semi-condutora de telureto de mercúrio e cádmio (MCT)(149). 
Existem diversos modos de amostragem para a análise de 
microrganismos. Um destes modos recorre ao uso de um suporte de selenato 
de zinco no qual é introduzida uma suspensão de microrganismos a estudar. 
Esta suspensão tem de ser imobilizada no suporte, o que é conseguido por 
aquecimento do suporte numa estufa ou por colocação do suporte num 
excicador sujeito a vácuo(27). Outros modos de amostragem que podem ser 
referidos são a reflectância total atenuada (ATR), a reflectância difusa 
(DRIFTS), o GC-FT-IR (acoplamento entre a cromatografia gasosa e o FT-IR), 
e o micro-FT-IR onde microscópios estão acoplados a aparelhos de FT-IR e 
que permitem a análise de amostras de diâmetros tão pequenos como  
10 µm(149). 
 
2.1. FT-IR em Microbiologia 
Em 1959 foi publicado um artigo onde se refere que as bactérias têm 
um espectro de infra-vermelho característico, único para cada estirpe, mas 
devido ao tempo necessário à análise e à metodologia laboriosa de então, 
conclui-se que não é possível a utilização da espectroscopia de infra-vermelho 
para a identificação de bactérias(115). Em 1962 foram realizados espectros de 
colónias de Sphaerotilus natans, de modo a avaliar a quantidade de um 
polímero intracelular: ácido poli-β-hidroxibutírico, libertado nas várias fases da 
curva de crescimento deste microrganismo(130). As descrições da aplicação da 
técnica FT-IR à microbiologia, tal como ela hoje se apresenta, devem-se 
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sobretudo a Naumann e aos seus colaboradores. Nos primeiros trabalhos 
publicados pelo grupo de Naumann, encontra-se um dendograma que contém 
várias espécies que se encontram separadas segundo o teste de Gram 
(positivo ou negativo)(59, 108-110). Presentemente esta técnica é usada com 
diversos fins em microbiologia, permitindo já a identificação e caracterização de 
microrganismos a partir de suspensões preparadas de várias colónias (98), ou a 
partir de uma só colónia através da utilização da técnica de microscopia 
acoplada ao FT-IR(84,85). Ao contrário dos métodos de identificação 
bioquímicos, de serotipagem pelo teste de Quellung e de susceptibilidade aos 
antibióticos, a espectroscopia de FT-IR é uma técnica com resultados rápidos, 
fácil de executar, com baixo consumo de reagentes e consumíveis, e que 
necessita de uma concentração celular pequena(99, 107).  
O espectro de infra-vermelho das células microbianas é muito 
complexo, uma vez que todos os componentes das células contribuem para o 
espectro final. Naumann elaborou uma tabela onde se encontram 
descriminados os vários grupos funcionais que podem estar presentes nas 
células microbianas(107). Geralmente, o estudo de uma determinada 
característica de uma estirpe recorre a uma ou mais zonas espectrais e não a 
um só grupo funcional, a um dado número de onda. Uma adaptação da tabela 
descrita por Naumann pode ser observada na Tabela I.2. 
Na Tabela I.2 estão definidas regiões espectrais de acordo com o 
tipo de moléculas envolvidas: ácidos gordos (w1 – cor-de-laranja), proteínas  
(w2 - verde), DNA, RNA e fosfolípidos (w3 – cor-de-rosa), polissacáridos da 
parede celular (w4 - azul) e região de impressão digital das células  
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(w5 - amarelo). Na Figura I.6 estão representadas as zonas espectrais referidas 
na Tabela I.2.  
Tabela I.2 – Relação entre número de onda e grupo funcional existente nas células 
microbianas (adaptado de(107)) 
 
Número de onda Região espectral Designação 
~3500  Movimentos de distensão O-H de grupos hidroxilo 
~3200  Movimentos de distensão N-H das proteínas 
~2955 W1 Movimentos de distensão assimétricos C-H de –CH3 em ácidos 
gordos 
~2930 W1 Movimentos de distensão assimétricos C-H de >CH2 
~2918 W1 Movimentos de distensão assimétricos C-H de >CH2 em ácidos 
gordos 
~2898 W1 Movimentos de distensão C-H em grupos metilo 
~2870 W1 Movimentos de distensão simétricos C-H de –CH3 
~2850 W1 Movimentos de distensão simétricos C-H de >CH2 em ácidos 
gordos 
~1740 W2 Movimentos de distensão >C=O dos ésteres 
~1715 W2 Movimentos de distensão >C=O dos ácidos carbónicos 
~1680-1715 W2 Movimentos de distensão >C=O dos ácidos nucleicos 
~1695 W2 Componentes da banda da amida I 
~1685 W2 Resultante de folhas  β – antiparalelas 
~1675 W2 Configuração β das proteínas 
~1655 W2 Estruturas α-helicoidais da Amida I 
~1637 W2 Estruturas das  folhas - β da Amida I 
~1550-1520 W2 Amida II 
~1515 W2 Banda da tirosina 
~1468 W3 Deformação C-H de > CH2 
~1400 W3 Movimentos de distensão simétricos C=O de COO
- 
~1310-1240 W3 Banda da amida III das proteínas 




~1200-900 W4 Movimentos de distensão C-O e C-C e deformação de C-O-C de 
hidratos de carbono 
~1090-1085 W4 Movimentos de distensão simétricos P=O de >PO
-
2 
~720 W5 Vibração de rotação da ligação C-H de >CH2 




Figura I.6 – Zonas espectrais mais significativas nos espectros de estirpes microbianas, de 
acordo com o descrito na Tabela I.2. 
 
Existem diversas descrições de aplicações de sucesso em 
microbiologia, que é bem ilustrada pela listagem das publicações que se 
encontra na Tabela I.3. Para além das aplicações em microbiologia descritas, é 
relevante para este trabalho uma publicação que refere um estudo com células 
cancerígenas em que foi possível distinguir os fenótipos de multi-resistência a 
medicamentos anticancerígenos(85). 
Na maioria dos trabalhos descritos, os microrganismos são 
analisados na forma de colónias, dando origem a espectros muito complexos, 
uma vez que o espectro resultante depende da composição química total das 
células (do material intracelular, da membrana e da parede). Devido à 
complexidade do espectro resultante, é indispensável uma avaliação dos 
espectros por intermédio de análise multivariada (quimiometria)(89). 
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Tabela I.3 – Revisão bibliográfica sobre aplicações de FT-IR em microbiologia 
Microrganismos Objectivo do estudo Referência 
Actinomycetes (Maduromysetes, Nocardioforms, 
Microsporaceae, Streptomycetaceae) 
Discriminação de 46 estirpes pertencentes a 4 géneros (56) 
Arthrobacter, Bacillus, Escherichia, Enterobacter, 
Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia, 
Staphylococcus 
Estudo da reprodutibilidade dos espectros ao longo de vários meses (94) 
Bacillus Descriminação de estirpes pertencentes a 9 espécies representativas de Bacillus spp; e de 38 estirpes, 
não estirpes de referência, pertencentes a 3 espécies (B. cereus, B. mycoides e B. thurigiensis) 
(14) 
Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, Candida Discriminação de 145 estirpes bacterianas de acordo com o seu género e 24 estirpes classificadas ao 
nível da espécie; discriminação de C. albicans de acordo com a susceptibilidade a um antibiótico 
(163) 
Candida albicans, C. dubliniensis, C. stellatoidea Discriminação de 29 estirpes ao nível da espécie (160) 
Candida albicans, Exophiala dermatitidis, 
Prototheca 
Discriminação de 150 estirpes de Candida, 31 estirpes de Exophiala e 43 estirpes de Protheca (139) 
Candida dubliniensis Discriminação entre Candida dubliniensis e Candida albicans (161) 
Clostridium beijerinckii Discriminação das várias fases de um processo biotecnológico (141) 
Clostridium botulinum Discriminação de 44 estirpes produtoras de toxina botulínica nos grupos I e II, dependentes das 
características fenotípicas e genotípicas 
(78) 
Corynebacterium, Staphylococcus, Enterobacter, 
Salmonella, entre outros 
Avaliação Gram +/-, comparação entre espectros obtidos por reflectância difusa ou transmissão (88) 
Cryptococcus neoformans Tipagem de 110 estirpes (93) 
Enterobacter, Alcaligenes, Bacillus, Micrococcus, 
Escherichia, Corynebacterium 
Discriminação de Gram+/-; discriminação ao nível da espécie (21) 
Enterococcus feacium Tipagem de 31 estirpes resistentes à vancomicina - teicoplanina (122) 
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Tabela I.3 – Revisão bibliográfica sobre aplicações de FT-IR em microbiologia (Continuação)  
Microrganismos Objectivo do estudo Referência 
Enterococcus feacium, Salmonella enteritidis, 
Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Shigella 
boydii, Escherichia coli 
Quantificação de bactérias em alimentos (54) 
Escherichia coli Estudo estrutural da superfície de estirpes de E. coli O123 pertencentes ao subtipo de antigénios I ou II (18) 
Escherichia coli Descriminação entre estirpes susceptíveis a beta-lactâmicos e transconjugantes resistentes (24) 
Escherichia coli, Salmonella typhimurium Identificação em alimentos (28) 
Escherichia coli, Micrococcus luteus, Lactobacillus 
plantarum, Pseudomonas aeruginosa, Geobacillus 
caldoxylosilyticos, Thermobrachium celere, entre 
outras 
Caracterização e diferenciação entre estirpes mesófilas e termófilas (45) 
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella, 
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus 
Discriminação de 59 estirpes pertencentes a 5 géneros (50) 
Escherichia coli Estudo da influência de várias concentrações de penicilina (177) 
Lactobacillus Identificação de 42 estirpes de Lactobacillus extraídas de grãos de Kefir e de 12 estirpes de referência (23) 
Lactobacillus Discriminação e classificação de 53 estirpes pertencentes a 13 espécies diferentes (34) 
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, 
Leuconostoc, e Pediococcus 
Identificação de 22 estirpes identificadas ao nível do género e 38 estirpes de Lactobacillus identificadas 
ao nível da espécie 
(38) 
Lactococcus lactis Discriminação de 7 estirpes pertencentes a 2 subespécies (92) 
Listeria Discriminação de 7 estirpes pertencentes a 7 espécies; estudo de 5 estirpes pertencentes a 5 serótipos 
que não conseguem ser discriminadas ao nível do serótipo mas ao nível de 2 grupos 
(91) 
Listeria Discriminação de 7 estirpes pertencentes a 7 espécies (63) 
Listeria Discriminação de 24 estirpes de L. monocytogenes de acordo com o serótipo  (91) 
Listeria monocytogenes Discriminação de 12 serovares de 106 estirpes. Validação com 166 estirpes (125) 
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Tabela I.3 – Revisão bibliográfica sobre aplicações de FT-IR em microbiologia (Continuação)  
Microrganismos Objectivo do estudo Referência 
Legionella spp. Discriminação de 10 estirpes em 3 serogrupos (66) 
Microsistis, Anabaena, Chlorella, Synechoccus, 
Oscillatoria 
Discriminação de 6 estirpes (74) 
Mycobacterium sp. que não provoca tuberculose Identificação de 28 estirpes (124) 
Mycobacterium bovis Tipagem de 95 estirpes de 10 spoligotipos (169) 
Pseudomonas Discriminação de 240 estirpes pertencentes a 15 espécies (71) 
Pseudomonas Estudo da influência do mercúrio em 450 estirpes de Pseudomonas recuperadas de solos (65) 
Pseudomonas, Bacillus, Candida Identificação ao nível da espécie e estudo da susceptibilidade para a Candida albicans (140) 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli Identificação em águas (2) 
Pseudomonas aeruginosa Estudo da susceptibilidade ao imipenemo (150) 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli Discriminação de acordo com a susceptibilidade a um antibiótico (151) 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 
fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas 
stutzeri 
Estudo para a identificação em amostras de solos (175) 
Saccharomyces, Candida, Clavispora, Dekkera, 
Debaryomyces, entre outros 
Classificação de 332 estirpes pertencentes a várias espécies e géneros (86) 
Saccharomyces cerevisiae Discriminação de 22 estirpes ao nível da estirpe (159) 
Sacharomyces cerevisiae/ Hanseniaspora uvarum e 
Lactobacillus acidophilus/ S. salivarius ssp. 
thermophilus 
Quantificação da relação entre dois microrganismos em populações mistas de iogurte (116) 
Salmonella enterica Discriminação de vários serovares (10) 
Salmonella enterica Estudo da influência do meio de crescimento na discriminação de serovares (11) 
Salmonella enterica Serotipagem através de extractos lipopolissacáridos (76) 
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Tabela I.3 – Revisão bibliográfica sobre aplicações de FT-IR em microbiologia (Continuação)  
Microrganismos Objectivo do estudo Referência 
Salmonella enterica Serotipagem através de proteínas da membrana (77) 
Salmonella enteridis Classificação de estirpes clínicas, comparação com outros métodos (142) 
Serratia marcescens Classificação de 66 estirpes clínicas (68) 
Staphylococcus aureus Discriminação de 85 estirpes pertencentes a subtipos de MRSA (4) 
Staphylococcus aureus Discriminação de estirpes nativas de variantes com colónias pequenas (15) 
Staphylococcus aureus Estudo da susceptibilidade à meticilina de 37 estirpes (32 estirpes susceptíveis e 15 resistentes) (51) 
Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp Discriminação de 39 estirpes de várias espécies e subespécies de Staphylococcus presentes no leite e 
queijo 
(87) 
Staphylococcus epidermidis Caracterização da composição de estirpes de S. epidemidis, ao nível molecular (5) 
Streptococcus, Lactobacillus Estudos taxonómicos de 2 espécies de Streptococcus e 3 de Lactobacillus (6) 
Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 
Leuconostoc  
Identificação ao nível do género, espécie e subespécie (7) 
Streptococcus, Enterococcus Discriminação de 19 estirpes pertencentes a 6 espécies de 2 géneros (49) 
Streptococcus, Staphylococcus, Clostridium, 
Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, entre outros 
Validação de uma biblioteca (59) 
Streptococcus, Staphylococcus, Clostridium, 
Legionella, Escherichia coli 
Classificação de 139 estirpes pertencentes a 14 espécies (3 géneros); discriminação de Gram +/- (60) 
Streptococcus Discriminação ao nível da espécie de 40 estirpes pertencentes a 9 espécies e separação das estirpes 
em 2 grupos: mutantes de Streptococcus e outros Streptococcus 
(165) 
Streptococcus mitis Estudo da influência do meio de crescimento (166) 
Streptococcus pneumoniae Discriminação de estirpes consoante serótipo e quantidade de polissacáridos das cápsulas responsáveis 
pelos fenótipos opacos / transparentes 
(136) 
Trychophyton, Microsporum Discriminação de 27 estirpes pertencentes a 3 espécies (2 géneros) (13) 
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3. Cromatografia Gasosa 
No campo da microbiologia foi desenvolvida uma técnica de 
identificação de microrganismos com base na identificação dos ácidos gordos 
constituintes das células. A técnica mais adequada para a identificação de 
ácidos gordos é a cromatografia gasosa(112). 
As membranas celulares dos microrganismos contêm ácidos gordos. 
Consoante o género e a espécie do microrganismo, assim será o tipo e a 
quantidade de ácidos gordos. A composição em ácidos gordos da membrana 
de um dado microrganismo também depende das condições ambientais e de 
crescimento. Uma vez conhecida a composição em ácidos gordos das 
membranas de vários microrganismos, todos crescidos nas mesmas 
condições, pode-se construir uma biblioteca de cromatogramas para futuras 
comparações. Este processo foi desenvolvido pela MIDI e o procedimento tem 
o nome de Sherlock®(1). Neste procedimento, os ésteres metílicos dos ácidos 
gordos da membrana, com mais de 9 átomos de carbono e menos de 20, são 
analisados por cromatografia gasosa e o perfil obtido para o microrganismo a 
identificar é comparado com os perfis de microrganismos existentes numa base 
de dados no computador. Quanto menor for a distância multivariada entre o 
perfil dos ácidos gordos do microrganismo a identificar e o perfil de uma 
espécie conhecida e existente na base de dados, maior será o índice de 
semelhança (SI). Uma coincidência exacta a nível qualitativo e quantitativo 
entre o microrganismo a identificar e um existente na base de dados terá um 
índice de semelhança de 1,000(1).  
Quando não são seguidas as indicações da MIDI para o cultivo dos 
microrganismos, não se deve aceitar a identificação da espécie e o índice de 
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semelhança dada pelo programa Sherlock® como verdadeira, sem recorrer a 
outros testes que o confirmem. No entanto, o cromatograma obtido depende do 
microrganismo, das suas condições de cultivo e das condições de análise 
definidas para a cromatografia gasosa e não de manipulação do programa 
Sherlock®. Assim, poder-se-á usar este método para gerar cromatogramas que 




A designação “quimiometria” foi introduzida em 1972 pelo sueco 
Svante Wold e pelo americano Bruce R. Kowalski(118). No entanto, foi apenas 
em 1974, aquando da fundação da International Chemometrics Society, que 
surgiu a primeira descrição desta disciplina. “Quimiometria”(40) pode ser definida 
como a disciplina química que usa métodos matemáticos, estatísticos e lógica 
formal para:  
(a) desenhar e seleccionar experiências e procedimentos de medida 
ideais; 
(b) extrair o máximo de informação química relevante dos resultados 
químicos obtidos; 
(c) conhecer os sistemas químicos através dos métodos matemáticos 
e estatísticos que foram inicialmente aplicados à psicologia, biologia 
e agricultura no inicio do século passado.  
Com as ferramentas da quimiometria é possível a detecção de 
pequenas alterações no objecto de estudo que não se conseguem distinguir 
apenas por observação visual dos espectros. Os espectros de FT-IR de 
1. Introdução 
 23 
estirpes microbiológicas são muito complexos e, sem utilização de ferramentas 
estatísticas, não são de grande utilidade. No entanto, existem estudos 
publicados em que, apenas por sobreposição de espectros, foi possível 
distinguir estirpes, tais como: estirpes Gram-positivas de estirpes Gram- 
-negativas(60, 109, 110), estirpes de Escherichia coli crescidas na presença ou 
ausência de antibióticos(177) e estirpes de Streptococcus mitis crescidas em 
dois meios distintos(166). 
Na análise dos espectros FT-IR de microrganismos, são usadas duas 
abordagens quimiométricas. A primeira baseia-se em métodos não 
supervisionados através dos quais são analisados os dados, 
independentemente da identidade da amostra. Estes são considerados 
métodos qualitativos, uma vez que o seu objectivo principal é o de distinguir 
objectos ou populações. Exemplo destes métodos é a análise de componentes 
principais (PCA) e a classificação hierárquica. A segunda abordagem baseia-se 
em métodos supervisionados, métodos em que é necessário o conhecimento 
da identidade da amostra. Nesta última abordagem, parte-se de um grupo de 
amostras, bem caracterizadas, que serão usadas na construção do modelo, 
que será depois usado para a determinação da identidade de uma amostra 
desconhecida. Exemplos destes métodos supervisionados são a modelação 
independente de analogia de classes (SIMCA), os mínimos quadrados parciais 
(PLS) e as redes neuronais(48). 
O método escolhido deverá ser adequado ao objectivo da análise. 




Em seguida, apresentam-se várias ferramentas de quimiometria 
habitualmente usadas na avaliação de espectros de FT-IR e exemplos de 
publicações em que se refere a sua aplicação. 
 
4.1. Pré-processamento 
O pré-processamento é a aplicação de um ou vários métodos 
correctivos de interferências causadoras de variação, na aquisição de 
espectros. Os espectros de FT-IR são muito complexos e contêm muita 
informação ao nível químico e físico. Variações de temperatura, tamanho da 
partícula e quantidade de amostra influenciam os espectros. Este tipo de 
variações, assim como o efeito causado pela dispersão da luz, deve ser 
removido de modo a evidenciar apenas as informações químicas. Com as 
ferramentas de quimiometria, pretende-se construir um modelo com base nas 
características das estirpes analisadas e conhecidas a priori e, para isso,  
deve-se escolher o método de pré-processamento mais ajustado. O  
pré-tratamento dos dados, em regra, melhora o modelo, embora seja 
necessário entender o tipo de tratamento utilizado de forma a ser usado da 
melhor maneira(101). Descrevem-se, de seguida, os tipos de pré-processamento 
usualmente utilizados em espectroscopia. 
 
4.1.1. Remoção da média (“mean-centering”)  
O objectivo da remoção da média é eliminar o valor da intensidade 




Nesta função, cada variável, ikx , é centrada ( ikx
* ) através da 
subtracção da resposta de cada variável sobre a resposta média dessa variável 
nos dados, em todas as amostras. A operação de remoção da média pode ser 
representada pela Equação I.1.  
kikik xxx −=
*
  Equação I.1 
Os dados a serem tratados encontram-se na forma de uma matriz, 
em que cada coluna corresponde a um número de onda e cada linha a uma 
amostra. Assim, i  representa o índice da linha da matriz (para as matrizes 
usadas neste trabalho, i  corresponde a uma amostra ou, mais correctamente, 
a um espectro), e k  o índice da coluna (para as matrizes usadas neste 
trabalho, k  corresponde a um número de onda), kx  representa a média da 











         Equação I.2 
Nesta equação, n  representa o número de linhas da matriz usadas 
para o cálculo da média(118). 
 
4.1.2. Auto-normalização (“autoscaling”)  
A auto-normalização é usada quando há uma diferença muito grande 
entre colunas (variáveis), devido a valores absolutos muito diferentes ou gamas 
distintas, o que acontece quando os dados resultam de diferentes tipos de 
instrumentos ou quando as unidades das medidas não são iguais para todas as 
variáveis. Nestes casos, se não se realizar a auto-normalização, as variáveis 
com a amplitude maior vão tender a dominar o processo de modelação e 
aquelas com amplitude menor vão tender a ser ignoradas.  
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Na auto-normalização obtém-se um valor para cada variável ( ikx* ) 
que resulta da remoção da média, tal como descrito no ponto anterior, e de 








=*  Equação I.3 
Aqui, ikx representa a variável que está na linha i  e coluna k  da 
matriz, kx  a média da coluna k  e kS  representa o desvio padrão das variáveis 















k   Equação I.4 
Nesta equação, n  representa o número de objectos.  
Os dados normalizados têm a característica de que cada variável 
tem uma média de 0 e um desvio padrão de 1(118).  
Amiali e seus colaboradores utilizaram este pré-processamento para 
analisar espectros de FT-IR de Staphylococcus aureus (5). 
 
4.1.3. Derivação (filtro de Savitzky-Golay)  
Os filtros de Savitzky-Golay foram, pela primeira vez, descritos em 
1964, com o objectivo de serem aplicados a dados que expressassem uma 
propriedade física contínua, de modo a facilitar a compreensão dos  
mesmos (138). No caso dos espectros de FT-IR, a propriedade física contínua é 
a absorvância ou a transmitância.  
Nos filtros de Savitzky-Golay os sinais são ponderados por 
coeficientes. Para se determinarem os coeficientes apropriados, é necessário 
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decidir a ordem do filtro (máximo expoente) e o tamanho do filtro (dimensão da 
janela). De seguida, obtêm-se os coeficientes cj a partir dos valores tabelados e 
dividem-se por uma constante - NORM (dependente da ordem e do tamanho 











 Equação I.5 
Estes filtros podem ser usados para a derivação de sinais em forma 
de curvas através de uma fórmula discreta onde é necessário colocar 
coeficientes apropriados que se encontram tabelados. Esta derivação permite a 
remoção do ruído de fundo de um sinal, a determinação da posição de um pico 
e a resolução de picos a nível visual. Em aplicações espectroscópicas, a 
primeira derivada remove as variações aditivas da linha de base do espectro 
nos perfis espectrais(118). 
Na parte prática deste trabalho define-se a função de derivação de 
Savitzky-Golay como “SAVGOL” e os parâmetros do filtro como (a,b,c), sendo 
a o tamanho do filtro, b a ordem do polinómio e c a ordem da derivada. 
Existem diversos artigos que descrevem a utilização deste  
pré-processamento(5, 15, 23, 24, 49, 65, 93, 113, 125, 161, 169).  
 
4.1.4. Variação padrão normal (SNV)  
Este método tem como objectivo centrar e ajustar a escala dos 







)(ˆ −=  Equação I.6 
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Nesta equação, iKx  é o valor da absorvância para o número de onda 
k  relativo ao espectro i , im é a média de cada espectro i  e iS  é o desvio 
padrão das absorvâncias relativas ao espectro i . A operação SNV realiza um 
ajuste aditivo e multiplicativo em que cada espectro é normalizado com base 
nos dados apenas daquele espectro, ou seja, não depende dos outros 
espectros a analisar. Para cada espectro da amostra, o desvio ajustado é 
simplesmente a média de todos os valores sobre todas as variáveis e o ajuste 
multiplicativo é o desvio padrão dos valores de todas as variáveis(105). 
 
 Existem outras formas de pré-processamento espectral que não 
foram consideradas neste trabalho, pelo que não são descritas nesta secção 
(e.g., correcção multiplicativa de sinal). 
 
4.2. Modelos não supervisionados. 
4.2.1. Análise de componentes principais (PCA) 
A análise de componentes principais (PCA) é uma ferramenta muito 
utilizada em quimiometria e bastante aplicada na análise de espectros de FT-
IR(2, 5, 24, 49, 63, 85, 87, 111, 150, 151, 159).  
O método PCA é um processo matemático que transforma um 
número de variáveis correlacionadas num número mais pequeno de variáveis 
não correlacionadas que são chamadas “componentes principais” (PCs) e que 
representam as variações principais do espectro. O primeiro componente 
principal (PC) é a combinação de variáveis que explica o máximo possível da 
variância, o segundo PC é a combinação de variáveis que explica o máximo 
possível da variância ainda não explicada pelo primeiro PC, e que é 
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independente (ortogonal) do primeiro. O último PC será o que menor 
contribuição dá para a explicação da variância total dos dados originais(2).  
Na análise de componentes principais é possível detectar a 
existência de espectros aberrantes através da estatística dos resíduos (Q) e da 
estatística de Hotelling, como se descreve no ponto 4.5 deste capítulo. 
Matematicamente, cada componente principal é uma combinação 
linear das variáveis originais (ver Equação I.7) (128). 
iijjjj XpXpXpT +++= ...2211  Equação I.7 
Geometricamente os componentes principais jT  podem ser vistos 
como projecções dos dados originais sobre eixos ortogonais (pesos ou 
“loadings”, ip ) que cobrem o espaço das variáveis X .  
Os pesos permitem interpretar os componentes principais em função 
das variáveis com os quais se encontram mais correlacionados. Da soma dos 
quadrados dos pesos das variáveis para cada factor resulta o valor próprio da 
componente(128). O grau de correlação entre as variáveis é proporcional ao 
cosseno do menor ângulo entre os pesos de quaisquer duas variáveis 
(considerando apenas os primeiros componentes principais). Assim, num 
mesmo mapa de pesos, é possível visualizar em simultâneo a correlação entre 
todas as variáveis (se for garantido que esse mapa contabiliza uma quantidade 
de variância suficiente). Pontos que estejam próximos indicam forte correlação 
positiva, enquanto que pontos diagonalmente opostos indicam forte correlação 
negativa(96). 




EPTX t +×=  Equação I.8 
 
Figura I.7 – Representação gráfica da operação de decomposição da matriz X através da 
técnica de análise de componentes principais(96). 
 
Se se considerar um conjunto de dados espectrais, então a matriz 
X contém os espectros, a matriz T  os componentes principais, a matriz P  os 
pesos e a matriz E  os resíduos. 
Para uma correcta análise de PCA deve definir-se o número de 
componentes principais adequado. Para isso não existe nenhuma regra teórica, 
mas existem regras empíricas que serão apresentadas em seguida(118): 
1. Percentagem de variância explicada: cada PC está associado a uma 
variância e a representação gráfica de um PC em função de outro PC 
tem uma variância específica que resulta da soma da variância 
explicada por cada PC. Pode haver um critério de variância explicada 
mínima num dado trabalho.  
2. Critério dos valores próprios: existe uma regra segundo o qual os 
valores próprios não devem ser inferiores a 1. Então, o número máximo 
de componentes principais a usar deverá ser aquele que tenha os 
valores próprios superiores a 1. 
3. Representação gráfica dos valores próprios em função do número de 

















que o número de componentes principais a usar deverá ser aquele 
imediatamente anterior à diminuição drástica do declive. 
4. Validação cruzada(101): esta é a forma mais correcta de determinação do 
número de PCs adequado. De uma forma simplificada, o procedimento é 
o seguinte: um espectro é retirado do conjunto total de espectros e é 
calculado o modelo PCA com os restantes espectros. Depois, esse 
espectro é testado no modelo construído, obtendo-se uma previsão. 
Essa previsão é comparada com o valor experimental correspondente a 
essa amostra, obtendo-se um erro de previsão (residual). Em seguida, é 
retirado outro espectro e colocado de novo o primeiro. O modelo é 
calculado novamente e este espectro é testado no segundo modelo 
construído. Fazendo este exercício para todos os espectros, pode 
calcular-se a soma da raiz quadrada dos residuais. O número de 
componentes principais adequado será aquele que apresenta um erro 
residual mais baixo: RMSECV (“Root Mean Square Error of Cross 
Validation”), que pode ser determinado pela Equação I.9. Este método 











 Equação I.9 
Na equação I.9, iy  representa o valor experimental da variável 
dependente relativa a cada espectro i , iŷ  representa o valor previsto 
pelo modelo (é importante salientar que cada iŷ  é obtido por um modelo 
distinto gerado com as restantes N-1 amostras) e N  representa o 
número total de espectros. 
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Pode também fazer-se este tipo de validação cruzada de outras 
formas, por exemplo, em vez de se retirar um espectro de cada vez, 
retira-se um conjunto de espectros, neste caso a técnica designa-se por 
“leave-one-block-out” (LOBO). 
 
4.2.2. Classificação Hierárquica (HCA) 
Neste método, os objectos são agregados passo a passo de acordo 
com a semelhança das suas características. Como resultado, obtém-se uma 
representação gráfica baseada em distâncias entre espectros. Nestes gráficos, 
duas amostras são mais semelhantes quanto menor for a distância entre elas. 
Estas distâncias, na maioria das vezes, são as distâncias euclidianas ou de 
Manhattan. 
A distância euclidiana entre dois espectros ( ix  e jx ) é definida pela 
Equação I.10: 
22 )()( jijiij yyxxd −+−=  Equação I.10 
A distância de Manhattan, ijd , entre dois espectros ( ix  e jx ) é 
definida pela Equação I.11: 





Figura I.8 – Representação esquemática das distâncias de Manhattan (a) e euclidiana (b) 
 
Existem outros dois tipos de distâncias: a de Mahalanobis e a de 
Pearson. Na distância de Mahalanobis são tidas em conta diferentes escalas 






 Equação I.12 
 
Nesta equação, C  é a matriz de co-variância e ix  e jx  
correspondem aos vectores das colunas para os objectos i  e j , 
respectivamente. A aplicação desta distância é referida, por exemplo, no 
estudo de Lysteria monocytogenes(91). 
A distância de Pearson baseia-se no desvio padrão da variável j , 















=  Equação I.13 
 
Depois de determinadas as distâncias, é necessário decidir sobre o 
número de grupos. Existem vários métodos, mas o algoritmo mais usado nos 





















espectros de FT-IR é o de Ward. Neste algoritmo, os grupos são agregados de 
modo a que exista um aumento mínimo do erro da soma dos quadrados, dentro 
do grupo definido. O erro da soma dos quadrados é definido como a soma dos 
desvios quadráticos de cada amostra do centro do seu grupo. A fórmula de 
cálculo do algoritmo de Ward para a distância entre uma nova amostra ou 
grupo k  depende da média entre as distâncias individuais dos grupos A  e B  



























=  Equação I.14 
Na equação I.14, d  representa a distância entre duas amostras: A 
e/ou B e/ou i , An  e Bn são o número de amostras no grupo A e B, 
respectivamente, e n  é dado pela soma: BA nnn +=
(118). 
No agrupamento hierárquico parte-se de n  grupos de apenas um 
indivíduo cada, que vão sendo agrupados sucessivamente até se encontrar 
apenas um grupo que incluirá a totalidade dos n  indivíduos(128).  
A maioria dos artigos FT-IR referidos nesta dissertação usa esta 
ferramenta(5-7, 13-15, 23, 24, 38, 50, 56, 65, 71, 74, 92, 93, 111, 113, 114, 124, 125, 136, 139, 141, 142, 151, 
159, 160, 166, 169). 
 
4.3. Modelos Supervisionados 
4.3.1. Mínimos quadrados parciais (PLS) 
O modelo de mínimos quadrados parciais (PLS) é também uma 
ferramenta muito utilizada em quimiometria(116) e foi pela primeira vez descrita 
por Herman Wold em 1966. Tornou-se mais popular após o trabalho de Geladi 
e Kowalski em 1986(46). Em espectroscopia, o algoritmo PLS é baseado em 
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dois conjuntos de dados: os espectros ( X ) e a correspondente propriedade 
química ou física (Y ). O objectivo da regressão PLS é estabelecer um modelo 
que permita a análise de amostras desconhecidas (determinação de uma 
propriedade física ou química a partir do espectro)(102) Olhando o modelo de 
uma forma simplificada, pode entender-se como uma regressão entre os 
componentes principais de ambos os blocos. No algoritmo PLS a extracção dos 
componentes principais, designados por variáveis latentes, é feita de uma 
forma distinta à do PCA.  
O critério subjacente ao modelo PLS é o da maximização da 
correlação entre as variáveis independentes da matriz X  e a variável 
dependente ou variáveis dependentes da matriz Y . O modelo calcula um 
conjunto de variáveis de modo a que a co-variância entre a matriz X  e a matriz 
Y seja maximizada. Ambas as matrizes ( X  e Y ) são decompostas em matrizes 
mais pequenas de acordo com a Equação I.15 e Equação I.16.  
EPTX T +×=  Equação I.15 
 
































Nas equações apresentadas, X  é uma matriz de pn × variáveis 
independentes, Y  é uma matriz de mn ×  variáveis dependentes, T  e U  são 
matrizes dn ×  (componentes principais) que contêm linhas ortogonais, P  é 
uma matriz dp ×  onde estão representados os pesos da matriz X , E  
corresponde à matriz pn ×  do erro residual da matriz X , Q  é uma matriz 
dm ×  onde estão representados os pesos da matriz Y , e F  corresponde à 
matriz mn ×  do erro residual da matriz Y (118). 
No PLS a matriz de pesos é gerada através de um processo iterativo. 
A matriz W corresponde a uma matriz pd ×  dos pesos do PLS e está 
relacionada com a matriz de coeficientes do modelo geral de PLS, B , pela 
Equação I.17(118): 
TT QWPWB 1)( −=  Equação I.17 
O cálculo dos componentes, designados por variáveis latentes, é feito 
segundo o algoritmo de NIPALS(96). 
Existem alguns artigos onde foi usado este algoritmo para o tratamento 
de resultados de FT-IR(116, 122, 137). 
 
4.3.2. Modelação independente de analogia de classes (SIMCA) 
A análise de componentes principais é uma ferramenta que apenas 
permite fazer a análise exploratória dos dados, não permitindo a elaboração de 
modelos que sejam usados posteriormente para a identificação de uma nova 
amostra. O modelo SIMCA foi descrito em 1976 (171) e consiste na combinação 
de análises de PCA para cada classe que se pretende avaliar. Assim, para a 
construção deste modelo é preciso definir os espectros, a característica de 
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cada espectro que se pretende estudar (serótipo, identificação de estirpe, entre 
outras), designada neste trabalho por classe, e o número de componentes 
principais adequado. 
Para cada classe q , é construído um modelo independente que 

















  Equação I.18 
Na Equação I.18, qjx  é a média da variável j na classe q , qA é o 
número de componentes principais significativos na classe q , qiat  é o 
componente principal da amostra i  no componente a  e na classe q , qjap  é o 
peso da variável j  no componente principal a  na classe q e, qije é o erro 
residual da amostra i  e da variável j (118). 
Este método foi usado para avaliar os dados experimentais de 
discriminação de estirpes de cianobactérias(74) e de Pseudomonas aeruginosa 
e Escherichia coli em águas(2). 
 
4.3.3. Redes Neuronais Artificiais (ANN) 
Podem definir-se redes neuronais artificiais (ANN) como estruturas 
constituídas por elementos processados de uma forma simples, que estão 
interligados, (chamados neurónios artificiais ou simplesmente nodos) e que são 
capazes de ser processados de modo a obter um modelo que explique a 
realidade(12). 
As ANN são especilmente úteis quando se pretende modelar uma 
relação que se sabe à partida não ser linear(12).  
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O nome desta ferramenta advém do facto de mimetizar a acção dos 
neurónios no cérebro. Um neurónio pode ser dividido em três partes: dendrites, 
corpo celular e axónio. A passagem de um sinal de um axónio para outro 
axónio é feita através de um espaço muito pequeno, por um processo que se 
chama de “sinapse”. As redes neuronais têm equivalentes ao neurónio: as 
dendrites e os saxónios são nodos e as sinapses são os factores de  
conexão(12). Nos neurónios, a transferência do sinal da extremidade de um 
axónio pela sinapse é simulada, na rede neuronal, pela multiplicação do sinal 
de entrada, x , por um peso sináptico, w , de modo a dar a resposta, y (118). Na 
Figura I.9 pode ver-se esquematizada a operação que ocorre num nodo. O 
nodo recebe os dados de entrada (dados que se pretendem analisar ou dados 
provenientes de outro nodo), ix , combina-os através dos pesos das sinapses, 
w , e emite o resultado, após uma transformação adequada, na forma de sinal 
de saída, iy . 
 
 
Figura I.9 – Esquema de um nodo de uma rede neuronal 
 
Estas redes podem ter vários níveis interligados de neurónios 
artificiais que incluem um nível de valores de entrada e um de valores de saída. 
















são processados através de níveis intermédios (um ou mais), de modo a 
produzir um ou mais resultados.  
 
Figura I.10 – Esquema do exemplo de uma estrutura de uma rede neuronal 
 
A discrepância entre os valores reais e os previstos pela rede permite 
o ajuste dos parâmetros da rede neuronal. Estes dois passos, previsão e 
ajuste, são repetidos até que se atinja o nível de precisão exigido. Depois de 
construído o modelo, este deve ser testado com outras amostras(102).  
A primeira descrição do uso das redes neuronais para discriminação 
de espécies bacterianas é devida a Goodacre e seus colaboradores, neste 
caso usada para distinguir entre espécies clínicas de Streptococcus e 
Enterococcus(49). Seguiram-se outros estudos em que apenas com a aplicação 
de redes neuronais foi possível a distinção de determinadas características de 
estirpes, tais como a distinção entre estirpes de S. aureus sensíveis e 
resistentes à meticilina(51), a identificação de espécies que provocam infecção 
urinária(50), a distinção entre C. albicans e C. dubliniensis(161), a quantificação 
de bactérias patogénicas contaminantes de alimentos(54), a discriminação de 
145 estirpes bacterianas ao nível do género e 24 leveduras ao nível da 
Nível intermédio  
(pode ser mais do que um) 
Nível de valores de entrada 




espécie(163), e a identificação ao nível da espécie de Pseudomonas e estudo de 
susceptibilidade a anti-fúngicos de C. albicans (140). 
 
4.4. Validação dos modelos 
4.5.1. Validação cruzada 
A validação cruzada é uma metodologia utilizada para a escolha do 
número de componentes principais ou variáveis latentes associada a um menor 
erro de previsão de um dado modelo. 
Os modelos SIMCA e PLS deverão ser construídos de modo a que a 
identificação de uma amostra desconhecida seja a melhor possível. Quando 
existe um número de ensaios muito elevado, opta-se por dividir esse conjunto 
em dois subconjuntos: o primeiro (tipicamente 70%) usa-se para construir o 
modelo e o segundo (restantes 30%) usa-se para testar o modelo. Quando o 
número de ensaios é limitado, opta-se por uma estratégia de validação interna 
(validação cruzada). A operação de validação cruzada envolve um ou mais 
procedimentos internos de validação. Em cada procedimento faz-se a remoção 
de parte dos dados de calibração, utilizando-se os restantes para a construção 
do modelo (calibração) e consequente aplicação dos dados removidos 
(validação). Como esta operação não utiliza os mesmos dados para a 
construção e teste do modelo, permite estimar os modelos de uma forma mais 
próxima da óptima (105). 
A raiz do erro quadrado médio da calibração (RMSEC) é calculada 
de forma semelhante ao RMSECV, com a diferença de que apenas um modelo 
é gerado com as N amostras, e testado com essas N amostras. Neste caso, o 
RMSEC decresce com o aumento do número de variáveis latentes, num 
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modelo de PLS. Isto acontece, uma vez que o melhor modelo corresponde 
àquele que contém o número máximo de variáveis latentes (modelo 
equivalente ao de regressão linear múltipla). Quanto maior a variância 
incorporada no modelo, melhor será a previsão correspondente. No entanto, 
este aumento do ajuste é aparente e só acontece especificamente para as 
amostras utilizadas. Em geral, o erro de generalização não acompanha 
geralmente o erro de calibração. A partir de um determinado número de 
variáveis latentes, o RMSECV deixa de ser aproximadamente proporcional ao 
RMSEC. O RMSEC não pode, por isso, ser usado para optimizar o número de 
variáveis latentes em modelos PLS(101).  
 
4.5. Análise dos modelos 
4.5.1. Estatística de Hotelling (T2) 
A estatística de Hotelling (T2) é utilizada para monitorizar os 
componentes do modelo PCA ou PLS. A Equação I.19 é usada para obter a 
estatística para uma amostra i  correspondente a um componente principal ou 

















 Equação I.19 
Nesta equação, 
it





4.5.2. Estatística dos resíduos (estatística Q) 
A estatística dos resíduos baseia-se no cálculo da soma dos 
quadrados dos resíduos para todas as variáveis. Assim, esta estatística mostra 
a falta de ajuste do modelo para cada amostra. A soma dos quadrados dos 










2   Equação I.20 
Na Equação 1.20, ijke é um elemento da matriz Ei ( jxk ), que 
representa a matriz dos resíduos da amostra i . Os valores de iQ  podem-se 
aproximar de uma distribuição de χ2 se os resíduos forem independentes e 
normalmente distribuídos: 
2~ hi gQ χ  
Nesta equação, h  são os graus de liberdade e g  é um factor 
multiplicativo(97). 
Os parâmetros g  e h  são calculados com base na média ( m ) e 















g  (96).  
 
Estas ferramentas podem ser usadas para analisar a existência de 




A parte prática desta dissertação foi realizada no Departamento de 
Microbiologia da Direcção de Comprovação da Qualidade do INFARMED, I.P. 
 
1. Objecto de Estudo 
As estirpes de S. pneumoniae incluídas no estudo pertencem ao 
Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Lisboa. Estas 
estirpes têm uma origem clínica e já foram avaliadas quanto à resistência ou 
sensibilidade à penicilina, pelo método CLSI, assim como também já foi 
determinado o serótipo pelo “método de xadrez”. Neste método, é determinado 
o grupo de serótipos ao qual a estirpe pertence e, depois com o auxílio dos 
soros dos serótipos presentes nesse grupo, é detectado o serótipo da estirpe a 
estudar(155).  
 
1.1. Construção do banco de estirpes e criopreservação 
As estirpes foram recebidas no Laboratório de Microbiologia do 
INFARMED, I.P. em placas de gelose de sangue. De cada placa foram 
retiradas todas as colónias que foram colocadas num criotubo esterilizado de  
2 ml, contendo meio líquido de hidrolisado de caseína e de soja, e glicerol a 
10%. Cada suspensão foi agitada e deixada à temperatura ambiente durante 
30 minutos. Depois deste tempo os tubos foram colocados em caixas (Mr. 
Frosty®) contendo isopropanol e foram colocados num congelador a -70ºC. Os 
contentores Mr. Frosty® permitem que a temperatura diminua de uma forma 
gradual, aumentando a taxa de recuperação das células aquando da 
repicagem para placas. 
II. Métodos 
 44 
A descrição das 61 estirpes de S. pneumoniae estudadas encontra- 
-se na Tabela II.1. 
 
Tabela II.1 – Listagem das estirpes de S. pneumoniae incluídas no estudo e suas 
características de serótipo e susceptibilidade à penicilina.  
Serótipo  














































































estirpes 9 16 17 11 8 61 
*O número total de estirpes por cada serótipo encontra-se entre parêntesis. Com a 
designação NT encontram-se as estirpes cujo serótipo não foi determinado pelo “método de 
xadrez”. 
 
1.2. Preparação das estirpes para análise 
De cada criotubo a -70ºC foi retirada uma pequena parte do gelo com 
uma ansa descartável e esterilizada. As estirpes foram depois semeadas num 
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meio de gelose de sangue (Biomérieux, refª 43001) e as placas foram 
incubadas a 35ºC numa estufa com 5% de CO2 por 24 ± 2h. Após o tempo de 
incubação, foi feita uma repicagem para uma segunda placa de gelose de 
sangue que foi incubada nas mesmas condições que a primeira. Todo o 
trabalho experimental foi feito a partir desta segunda placa. 
O tratamento das estirpes foi feito de modo a ser possível a sua 
padronização, ou seja, o meio de crescimento teve sempre a mesma 
composição e as mesmas características. 
 
2. FT-IR 
 Análise das amostras por absorvância no suporte de Selenato de zinco 
2.1.1. Tratamento das estirpes  
A partir das placas de gelose de sangue, preparadas de acordo com 
o descrito em 1.2, foram preparadas suspensões em água, de concentração 
aproximada de 3,5x109 unidades formadoras de colónias por mililitro. Este 
procedimento foi realizado para cada estirpe, em três dias diferentes com lotes 
de meio de crescimento diferentes, de modo a avaliar a reprodutibilidade.  
 
2.1.2. Análise das Suspensões 
Cada suspensão foi colocada num suporte de Selenato de Zinco, em 
triplicado (de modo a avaliar a repetibilidade). Este suporte permite a colocação 
de 15 suspensões, tem uma posição adicional na qual não é colocada 
nenhuma amostra (posição “0”) que é usada para as leituras do ruído de fundo. 





Figura II.1 – Esquema do suporte de Selenato de Zinco onde são colocadas as suspensões 
contendo os microrganismos a analisar. Este suporte é colocado no módulo IFS28/B do 
espectrofotómetro de FT-IR (adaptado de (27)). 
 
Depois de aplicadas as suspensões, o suporte foi colocado numa 
estufa a 55ºC durante 45 minutos de modo a que a suspensão ficasse 
imobilizada para que não restasse qualquer vestígio de água. Depois de secas 
as suspensões, o suporte foi fechado com uma tampa de cloreto de sódio e o 
suporte foi colocado no aparelho de FT-IR Equinox 55 acoplado ao Módulo B 
(Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Alemanha) com uma fonte de infra-vermelho 
MIR e um detector de DTGS. O FT-IR encontrava-se anexo a um computador 
Pentium III com 256MB no qual estava instalado o software OPUS NT, versão 
3.1.19, que faz a comunicação com o FT-IR. Os espectros foram adquiridos 
entre os 4000 e os 500 cm-1 com uma resolução de 6 cm-1. Por cada espectro 
obtido, foram adquiridos 64 espectros que foram submetidos a uma média 
instrumental de modo a melhorar a razão sinal/ruído. Antes da leitura de cada 
amostra, foi feita uma leitura do branco cujo espectro foi automaticamente 
subtraído ao espectro da amostra. O tempo de aquisição de cada espectro foi 





2.1.3. Avaliação da importância da escolha do quadrante de crescimento na 
análise de FT-IR 
De modo a avaliar a importância de se usarem apenas colónias 
pertencentes ao terceiro quadrante, ou a qualquer um dos outros, foi feito um 
estudo com uma estirpe (2003V1490$su19A) da qual apenas se tomaram 
colónias pertencentes ao primeiro quadrante para uma suspensão, ao segundo 
quadrante para outra suspensão e ao terceiro quadrante para uma terceira 
suspensão. Estas três suspensões foram preparadas em duplicado e cada uma 
destas foi colocada em triplicado numa roda de selenato de zinco. A aquisição 
dos espectros foi feita de acordo com o descrito no ponto anterior. 
 
2.2. Análise das amostras por ATR 
A partir de uma placa de gelose de sangue da estirpe 
2003V1490$su19A, foram retiradas várias colónias que foram colocadas no 
acessório ATR. Os espectros foram adquiridos entre os 4000 e os 400 cm-1, 
com resolução de 4 cm-1. Cada espectro obtido é a média de 32 espectros de 
modo a melhorar a razão sinal/ruído. Antes da leitura da amostra, foi feita uma 
leitura do ruído de fundo cujo espectro foi automaticamente subtraído ao 
espectro da amostra.  
 
3. Cromatografia Gasosa 
A análise dos ácidos gordos foi realizada segundo a metodologia 
definida pela empresa MIDI que desenvolveu o método(1), e que comercializa 
uma base de dados para identificação de microrganismos com o nome 
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Sherlock®. Neste caso não foi importante a identificação correcta das estirpes 
analisadas mas sim, a identificação dos ácidos gordos constituintes de cada 
estirpe. De modo a rastrear os problemas inerentes ao cromatógrafo, à coluna 
ou ao tubo protector(112), antes de analisar qualquer amostra, foi injectado um 
padrão específico para o efeito. Este padrão é composto por uma mistura de 
vários ácidos gordos saturados de 9 a 20 átomos de carbono, e de 5 
hidroxácidos, que originaram sinais que foram comparados com os que o 
programa tinha definido. Consoante o desvio, os parâmetros inseridos na base 
de dados foram alterados de modo a poder dar a resposta pretendida para o 
padrão, seguindo depois o mesmo procedimento para as amostras. Este 
padrão foi analisado entre cada 10 amostras. 
De modo a controlar a eficiência da extracção, em cada análise foi 
incluída nas amostras a analisar, um microrganismo com uma composição em 
ácidos gordos complexa e conhecida, a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. 
 
3.1. Preparação das estirpes 
Os pneumococos a estudar foram tratados de acordo com o descrito 
nos pontos 1.1 e 1.2 deste capítulo. Por cada conjunto de estirpes a analisar foi 
também incorporada a estirpe Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. A partir 
da segunda placa de gelose de sangue foram retiradas, para um tubo, 
aproximadamente 10 mg de colónias, com o cuidado de retirar apenas do 
terceiro quadrante de crescimento, ou aquele imediatamente anterior ao 
correspondente às colónias isoladas. 
 
3.2. Saponificação  
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O objectivo da saponificação é lisar as células, havendo a libertação 
dos ácidos gordos que são convertidos nos seu sais de sódio. 
Pipetou-se 1,0 ± 0,1 ml do reagente GC #1 (composição descrita no 
Anexo I) para cada tubo de ensaio com as estirpes a analisar e para um tubo 
que não tinha colónias e que serviu de branco do ensaio. Agitou-se no vortex 
durante 5 a 10 segundos e colocaram-se os tubos num banho com temperatura 
entre 95 e 100ºC durante 5 minutos. Após este tempo foi feita uma agitação no 
vortex e os tubos foram novamente colocados no banho durante 25 minutos. 
Depois da incubação, os tubos foram colocados num recipiente com água fria. 
 
3.3. Metilação 
O objectivo da metilação é a conversão dos ácidos gordos, que se 
encontram na forma de sais, a metilésteres, o que permite o aumento da 
volatilidade. 
Depois de arrefecidos, adicionaram-se aos tubos 2,0 ± 0,2 ml do 
reagente GC #2 (descrição da composição no Anexo I). Homogeneizou-se no 
vortex e colocou-se num banho a 80 ± 1ºC durante 10 ± 1 minutos. 




3.4. Extracção  
O objectivo deste passo é extrair os metilésteres de ácidos gordos da 
fase aquosa para a fase orgânica, uma vez que fases aquosas danificam as 
colunas de GC. 
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Adicionaram-se aos tubos 1,25 ± 0,1 ml do reagente GC #3 
(descrição da composição no Anexo I) e colocaram-se num agitador orbital 
durante 10 minutos. Findo este tempo e, com o auxílio de uma pipeta Pasteur 
de vidro, foi eliminada a fase aquosa. 
 
3.5. Purificação  
O objectivo da fase da purificação é remover os ácidos gordos livres e 
os reagentes residuais do extracto orgânico, ficando apenas na fase orgânica 
os metilésteres de ácidos gordos. 
Foram colocados 3,0 ± 0,3 ml do reagente GC #4 (descrição da 
composição no Anexo I) em cada tubo e os tubos foram colocados num 
agitador orbital durante 5 minutos. Depois, foram adicionadas algumas gotas 
do reagente GC #5 (descrição da composição no Anexo I) de modo a desfazer 
a emulsão. Com uma pipeta de Pasteur de vidro, foram transferidos 2/3 da fase 
orgânica para um vial de GC. Selou-se o vial. 
 
3.6. Análise por GC 
As condições cromatográficas foram as seguintes: 
Injecção automática de 2 µL de amostra num injector que se 
encontrava a 250 ºC. A amostra foi introduzida na coluna numa proporção 1:50. 
O gás de arrasto usado foi o hidrogénio e o gás “make up” o azoto. A coluna 
usada foi uma coluna ultra-capilar do fornecedor Agilent com as dimensões 
25m x 0,200 mm com uma espessura de enchimento de (5%-fenil)- 
-metilpolisiloxano de 0,33 µm. Foram programadas duas rampas de 
temperatura: a primeira que se iniciou a 170ºC e terminou a 288ºC com uma 
subida de 28ºC/minuto e a segunda que terminou aos 310ºC à qual ficou 
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durante 1,25 minutos, com um aumento de temperatura de 60ºC/minuto. Os 
resultados foram recolhidos num detector FID para o qual é necessário ar 
sintético puro. Os sinais obtidos foram analisados pelo software “Chemstation” 
e foram processados pelo software “Sherlock®” que apresentou um relatório 
com as informações relevantes. 
 
4. Análise de Resultados 
4.1. Teste de Qualidade para os espectros de FT-IR 
Os espectros foram avaliados quanto à sua qualidade no que diz 
respeito à relação sinal/ruído, à intensidade do vapor de água e à diferença 
entre o máximo e o mínimo de absorvância. Os critérios usados para avaliar 
estes parâmetros foram definidos pelo fabricante do equipamento de FT-IR 
(Bruker) e encontram-se descritos na Tabela II.2: 
Tabela II.2 – Limites para os parâmetros avaliados no teste de qualidade dos espectros 













2100 1700 1200 2100 1847 2300 
X final 
1600 1600 960 2000 1837 2000 
Máximo delta y 
0,2      
Mínimo delta y 
2      
Ruído 
   0,00015   
Sinal/Ruído 
 150 40    
Água máx. 
    0,0003  
Sinal/água 
 100 20    
Interferências 
     0,0002 
 
Uma explicação pormenorizada do significado dos parâmetros desta 




4.2. Avaliação dos resultados de GC 
Os resultados aparecem sob forma de cromatograma e numa tabela 
onde apenas se encontram descritos os picos detectados no cromatograma. 
Por cada pico encontra-se o tempo de retenção, a resposta, a relação 
área/altura do pico, a identificação do pico e a percentagem da resposta 
relativamente ao conjunto de picos encontrados. Um parâmetro importante no 
relatório é a resposta total, esta deverá ser superior a 50000 para se poder 
aceitar o resultado. No caso de resultados com resposta inferior a este valor, o 
frasco contendo a amostra foi colocado sob corrente de azoto de modo a 
evaporar parte do solvente, concentrando os ácidos gordos e, 
consequentemente, aumentando a resposta. No relatório da análise também se 
encontra a identificação da estirpe analisada, por comparação à base de dados 
do Sherlock®. Associada a cada identificação listada encontra-se o índice de 
semelhança (SI). Esta identificação não foi usada neste trabalho, uma vez que 
todas as estirpes analisadas foram identificadas como S. pneumoniae no 
Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Lisboa e que, para 
uma correcta identificação pelo Sherlock® a metodologia de crescimento das 
estirpes deveria ser exactamente igual à usada na elaboração da base de 
dados, o que não aconteceu: as estirpes foram incubadas numa estufa a 35ºC 
com 5% de CO2 em vez de serem incubadas a 35ºC numa estufa sem CO2. 
Assim, apenas se teve em conta a tabela com a identificação dos ácidos 




O tratamento dos resultados foi realizado com o auxílio do software 
Matlab, versão 6.5 (The Mathworks, Inc., Natick, Massachussets) com a “PLS 
Toolbox”(170), que corre em ambiente “Microsoft Windows XP”.  
 
4.4. Cálculo da Repetibilidade e da Reprodutibilidade 
O cálculo da repetibilidade baseia-se em resultados obtidos num 
mesmo dia resultantes de diferentes medidas de uma mesma suspensão. Este 
parâmetro tem em conta apenas as variações do equipamento de medida. A 
reprodutibilidade calcula-se com os resultados obtidos em dias diferentes para 
uma mesma estirpe, nas mesmas condições, e cuja suspensão foi preparada 
do mesmo modo para os vários dias. 
A fórmula de cálculo é a mesma para a repetibilidade e para a 
reprodutibilidade, sendo que o que varia são os dias aos quais correspondem 
os resultados: do mesmo dia para a repetibilidade, ou de dias diferentes para a 
reprodutibilidade. A repetibilidade e a reprodutibilidade são avaliadas pela 




(Equação II.1) e pelo cálculo de um índice de diferenciação, 
21yy











































Nas equações referidas iy1  e iy2  são os valores de absorvância dos 
dois espectros a comparar, n  é o número de pontos da gama de números de 
onda e 
1y  e 2y são as médias aritméticas dos valores 1y  e 2y . 
O valor de 
21yy
D pode estar compreendido entre 0 e 2000. Se for 0 
pode-se considerar que os espectros são idênticos, se for 1000 consideram-se 
que os espectros não estão correlacionados, e acima de 2000 estão 
negativamente correlacionados (59, 60, 108). Na literatura estão descritos valores 
de 0,4-0,8 para a repetibilidade e 7-10 para a reprodutibilidade, para protocolos 
normalizados. Os limites para 
21yy
D  foram obtidos após a analise da primeira 
derivada dos espectros de FT-IR, numa gama espectral de 900 a 1200 cm-1. Se 
se pretenderem usar estes parâmetros terá de ser seguido o pré- 
- processamento descrito (59, 60). 
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III. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
1. Espectros 
Os espectros de FT-IR são usualmente representados usando como 
eixo das abcissas o número de onda e como eixo das ordenadas a 
absorvância. Um exemplo de um espectro obtido é o seguinte: 
 
Figura III.1 – Espectro de FT-IR para uma estirpe de S. pneumoniae. 
 
Como se pode observar na figura, o espectro de FT-IR de S. 
pneumoniae é bastante complexo e está de acordo com o representado na 
Figura I.6. 
Um exemplo dos espectros obtidos para os 5 serótipos analisados 
neste trabalho está representado na Figura III.2. 
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Figura III.2 – Espectro de FT-IR para 5 estirpes de S. pneumoniae de 5 serótipos distintos. A 
(▬) encontra-se um espectro de uma estirpe de serótipo 9V, a (▬) uma estirpe de serótipo 14, 
a (▬) uma estirpe de serótipo 19A, a (▬) uma estirpe de serótipo 23F e a (▬) uma estirpe sem 
serótipo determinado (NT). 
 
Observando a Figura III.2, pode-se constatar que não existe uma 
diferença visual entre os cinco serótipos. Por este facto, terá de ser usada 
análise multivariada para tentar explicar as diferenças entre os serótipos.  
Na Figura III.3 encontra-se um exemplo de dois espectros de uma 
estirpe sensível e de uma estirpe resistente à penicilina. 
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Figura III.3 – Espectros de FT-IR de estirpes de S. pneumoniae de uma estirpe sensível (▬) 
(1999V0490$su19A) e outra estirpe resistente (▬) à penicilina (1999V0772$su9V). 
 
2. Teste de Qualidade 
Para as estirpes analisadas obteve-se um total de 1380 espectros, 
dos quais apenas 542 satisfizeram o teste de qualidade. O teste de qualidade 
foi feito com auxílio do software OPUS NT, versão 3.1.19 e o resultado que se 
obteve foi uma tabela que contém os valores alvo para cada parâmetro 
(intervalo de absorvância, ruído, relação sinal / ruído, presença de água e 
relação sinal / água) e os valores obtidos para o espectro em questão. Dois 
exemplos de tabelas, um de um espectro que satisfaz e outro de um espectro 
que não satisfaz o teste de qualidade, encontram-se nas Figura III.4 e Figura 
III.5. 
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Figura III.4 - Resultado do teste de qualidade de um espectro de FT-IR que cumpre os critérios 
nos parâmetros definidos 
 
 
Figura III.5 – Resultado do teste de qualidade de um espectro de FT-IR que não pode ser 
usado pois não cumpre os critérios definidos para o teste de absorvância e para o teste da 
razão sinal/água. 
 
Graficamente, um exemplo de um espectro que cumpre os critérios 
definidos no teste de qualidade e de um espectro que não cumpre os referidos 
critérios, encontra-se na Figura III.6. Nesta figura foi colocado um rectângulo a 
sinalizar a zona do espectro responsável pela falha no teste de qualidade. A 
verde está o espectro que não passa o referido teste e que apresenta uma 
banda pequena numa zona onde, para os microrganismos, não existem 
descrições da existência de picos e que, por esta razão, serve como referência 
para a medida do ruído de fundo. 
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Figura III.6 – Exemplo de dois espectros da estirpe 2003V0076$su19A onde o espectro a (▬) 
passa o teste de qualidade e o espectro (▬) não passa o teste.  
 
Verificou-se que a taxa de insucesso no teste de qualidade foi 
bastante elevada no início do trabalho (12 análises em 15 espectros analisados 
não cumpriram os parâmetros do teste de qualidade), tendo sido melhorada no 
fim (6 espectros não cumpriram os parâmetros do teste de qualidade por 45 
análises). No início, a ansa, depois de esterilizada à chama, era arrefecida na 
placa de gelose de sangue onde as estirpes cresceram. Uma vez que a taxa de 
sucesso foi tão reduzida (20%), passou-se a arrefecer a ansa em água 
esterilizada. A partir desta altura a quantidade de espectros que satisfizeram o 
teste de qualidade foi bastante mais elevada (87%).  
De modo a avaliar a importância do teste de qualidade na 
identificação dos serótipos, fez-se uma análise de componentes principais do 
conjunto total de espectros (38) obtidos para a estirpe de S. pneumoniae 
2003V0033$su19A, conjunto este que engloba espectros que satisfazem e não 
satisfazem o teste de qualidade. Para a análise de componentes principais 
usou-se como pré-processamento o filtro de Savitzky-Golay (9,2,2), a função 
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SNV e a representação do componente principal número 3 em função do 
componente principal número 2. O resultado obtido encontra-se na Figura III.7. 
 



























Figura III.7 – Análise de componentes principais para todos os espectros de Streptococcus 
pneumoniae que satisfizeram e não satisfizeram o teste de qualidade da estirpe 
2003V0033$su19A. Os pré-processamentos usados foram: SNV e filtro de Savitzky-Golay 
(9,2,2). Representado com o símbolo () estão representadas as estirpes que não passam o 
teste de qualidade e com o símbolo () as estirpes que passam o teste.  
 
Como se pode observar, o teste de qualidade, nas condições de pré- 
-processamento e zona espectral usada na análise dos dados das secções 
seguintes, não tem influência nos resultados uma vez que não existe uma 
separação evidente dos espectros que satisfazem e que não satisfazem o teste 
de qualidade. No entanto, na análise dos resultados não foram usados os 
espectros que não cumpriram os critérios definidos no teste de qualidade. 
 
3. Cálculo da Repetibilidade e Reprodutibilidade dos Espectros 
Foi calculada a repetibilidade e reprodutibilidade para várias estirpes. 
Aqui apresenta-se o exemplo para duas estirpes: 2001V0462$su14 e 
III. Resultados e Discussão 
 61 
2003V1481$su23F. De acordo com o descrito na secção”II. Métodos”, o cálculo 
da repetibilidade e reprodutibilidade é feito de acordo com as Equações II.1 e 
II.2. O valor que se determina é um valor D  para uma matriz em que se 
cruzam todos os espectros de uma mesma estirpe, ou seja, para as três 
réplicas de um dia e para os três dias distintos, e o que se obtém é uma matriz 
de 8 linhas por 9 colunas. Existem limites descritos para avaliar a repetibilidade 
e reprodutibilidade para a zona espectral da parede e para o pré-
processamento de espectros com filtro de Savitzky-Golay (9,2,1). Estes limites 
são: 
• para os cruzamentos da matriz de um mesmo dia o valor de D  deverá 
estar entre 0,4 e 0,8 
• para estirpes analisadas em dias diferentes o valor de D  deverá ser 
superior a 7 e inferior a 10. 
Para a estirpe 2001V0462$su14, os valores de D  encontram-se na 
Tabela III.1. 
Tabela III.1– Tabela de valores de valor D para os vários cruzamentos de espectros por dia de 
análise para a estirpe 2001V0462$su14. 
 04/12/2006 05/12/2006 04/12/2006 05/12/2006 04/12/2006 05/12/2006 18/01/2007 18/01/2007 18/01/2007
04/12/2006 0 0,91 0,57 0,71 0,53 1,68 0,47 0,43 0,42 
05/12/2006 0 0 0,97 0,11 1,14 0,57 0,92 0,81 0,72 
04/12/2006 0 0 0 0,72 0,16 1,95 1,32 0,39 0,61 
05/12/2006 0 0 0 0 0,86 0,64 0,92 0,68 0,70 
04/12/2006 0 0 0 0 0 1,75 1,25 0,51 0,78 
05/12/2006 0 0 0 0 0 0 1,50 1,72 1,66 
18/01/2007 0 0 0 0 0 0 0 0,46 0,33 
18/01/2007 0 0 0 0 0 0 0 0 0,10 
 
Como se pode observar nos vários cruzamentos da Tabela III.1, não 
existem valores de D  acima dos limites. Para esta estirpe não foram 
encontrados espectros aberrantes aquando da análise de PCA pela estatística 
de Hotelling e pela estatística dos resíduos (na secção 5.1.1). 
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Fazendo o mesmo tratamento para a estirpe 2003V1481$su23F, o 
que se obtém é o descrito na Tabela III.2. 
Tabela III.2 - Tabela de valores de valor D para os vários cruzamentos de espectros por dia de 
análise para a estirpe 2003V1481$su23F.  
 02/11/2006 03/11/2006 07/12/2006 02/11/2006 03/11/2006 07/12/2006 02/11/2006 03/11/2006 07/12/2006
02/11/2006 0 29,21* 42,08 0,34 29,71 41,73 1,99* 29,56 41,48 
03/11/2006 0 0 5,78 30,16 0,05 5,89 27,51 0,11 6,53 
07/12/2006 0 0 0 43,41 6,36 0,04 40,21 6,73 0,32 
02/11/2006 0 0 0 0 30,61 43,10 1,13 30,59 43,12 
03/11/2006 0 0 0 0 0 6,49 27,95 0,09 7,22 
07/12/2006 0 0 0 0 0 0 39,94 6,82 0,27 
02/11/2006 0 0 0 0 0 0 0 28,00 40,42 
03/11/2006 0 0 0 0 0 0 0 0 7,39 
*Os valores sublinhados a amarelo correspondem aos que foram eliminados por estarem no 
intervalo de confiança de outro serótipo e a verde está o espectro considerado aberrante 
Como se pode observar na Tabela III.2, existem alguns valores que 
estão acima dos limites para o valor de D . Estes espectros são coincidentes 
com os que foram considerados aberrantes pela estatística de Hotelling e pela 
estatística dos resíduos aquando da análise de PCA (descrito na secção 5.1.1), 
e os que se eliminaram por estar no intervalo de confiança de outro serótipo 
que não o seu. De qualquer modo pode ver-se que a repetibilidade dos 
espectros do dia 02/11/2006 não é boa devido ao terceiro espectro desse dia 
mas, entre o primeiro e o segundo, o valor de D  está dentro do limite. Existe 
uma boa reprodutibilidade entre os dias 03/11/2007 e 07/12/2007 e a 
repetibilidade para cada um dos dias também está conforme. 
As tabelas referidas nesta secção são exemplos de duas 
determinações do valor de D , mas este valor foi determinado para outras 21 
estirpes. Para alguns casos, os valores de D  determinados reforçaram a 
eliminação dos espectros aberrantes pela estatística de Hotelling e pela 
estatística dos resíduos, tal como foi apresentado para a estirpe 
2003V1481$su23F. Para outras estirpes em que não foram eliminados 
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espectros aberrantes existem valores de D  acima dos valores limite definidos. 
Como estes valores foram definidos em condições muito particulares e não 
para o S. pneumoniae, aceitaram-se espectros com uma pequena diferença 
entre o limite superior e o valor definido para D . 
 
4. Verificação da Importância da Escolha dos Quadrantes 
Para algumas das suspensões analisadas em FT-IR, foi necessária a 
recolha de colónias pertencentes aos três primeiros quadrantes, pois as 
colónias pertencentes ao terceiro quadrante não foram suficientes para a 
preparação das soluções a analisar. Assim, deve-se avaliar a influência que as 
diferentes fases de crescimento das colónias podem ter nos espectros de  
FT-IR, uma vez que, segundo a técnica descrita pela Bruker, apenas se devem 
usar colónias pertencentes ao terceiro quadrante. Para este estudo 
prepararam-se várias placas da estirpe 2003V1490$su19A, da qual apenas se 
usaram colónias pertencente ao primeiro quadrante para uma suspensão, ao 
segundo quadrante para outra suspensão e ao terceiro quadrante para uma 
terceira suspensão. Estas três suspensões foram preparadas em duplicado e 
cada uma destas foi colocada em triplicado numa roda de selenato de zinco. O 
processamento dos resultados foi o mesmo que o descrito na avaliação dos 
serótipos, isto porque se pretende avaliar a importância dos quadrantes num 
determinado modelo. Não se considerou o tratamento dos dados aquando da 
avaliação da susceptibilidade à penicilina uma vez que não houve nenhum 
modelo aceitável. 
Para a avaliação dos serótipos, o pré-processamento optimizado foi 
conseguido com o filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. A representação 
gráfica onde se evidenciam as diferenças dos serótipos é aquela em que se 
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projecta o componente principal 3 versus o componente principal 2, tal como 
descrito no ponto 5.1.1.  
 
 



































Figura III.8- Análise de PCA para 18 espectros da estirpe 2003V1490$su19A de  
S. pneumoniae. Os espectros usados foram submetidos a um pré-processamento de filtro de 
Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. A zona do espectro usada correspondeu aos números de onda 
compreendidos entre 900 e 1185 cm-1. 
 
Como se pode observar na figura, não existe uma separação nítida 
dos espectros de acordo com o quadrante de crescimento. Assim, a recolha de 
colónias pertencentes a outros quadrantes, que não o terceiro, não deverá ter 




Foram testadas estirpes pertencentes aos 4 serótipos identificados 
(14, 9V, 19A e 23F) e estirpes cujo resultado da serotipagem pelo “método de 
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xadrez” não foi conclusivo. O resultado não conclusivo pode ocorrer devido a 
uma expressão insuficiente de polissacáridos da cápsula para reagir com o 
serótipo adequado ou, o serótipo não se encontrar representado no método 
usado.  
Com os espectros de FT-IR obtidos pretende avaliar-se a 
possibilidade, ou não, da utilização da técnica de FT-IR para a serotipagem. 
Para isso, é necessária a elaboração de modelos estatísticos cuja identificação 
obtida pelo “método de xadrez” seja coincidente com a prevista pelo modelo. 
Com este fim, foram testadas várias abordagens quimiométricas como se 
apresenta em seguida. 
 
5.1.1. PCA 
O primeiro passo para a realização do PCA é a determinação do 
número de componentes adequados ao estudo. Este deverá ser o menor 
número possível mas com o máximo de informação. Uma das técnicas para 
determinar este número baseia-se na representação gráfica dos valores 
próprios em função do número de componentes principais.  
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Figura III.9 – Representação gráfica dos valores próprios em função do número de 
componentes principais. 
 
De acordo com a regra que indica que o número de componentes 
principais a usar será aquele a partir do qual se observa uma descida repentina 
no declive das rectas do gráfico, no caso da Figura III.9, dever-se-iam escolher 
apenas 2 componentes principais. 
O método mais adequado para a determinação de componentes 
principais é aquele que faz uma análise discriminante do número de 
componentes e que dá como resultado um gráfico do erro associado ao 
número de componentes principais. Um exemplo deste tipo de gráficos 
encontra-se na Figura III.10.  
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Figura III.10 – Gráfico de barras que mostra o erro associado ao número de componentes 
principais. A barra menor corresponde ao número de componentes principais que se deve 
escolher para a análise de PCA. 
 
De acordo com a Figura III.10, o número de componentes principais 
associados ao menor erro é 2. Se se realizar um gráfico de componentes 
principais aos dados dos espectros de FT-IR tal como eles foram obtidos, 
usando 2 componentes principais, obtém-se o representado na Figura III.11. 
 
 
Figura III.11 – Análise de componentes principais para os 542 espectros, tal como foram 
obtidos pela análise de FT-IR, para estirpes de S. pneumoniae. Cada cor está relacionada com 
um dos 5 serótipos analisados. 
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Como se pode ver pela Figura III.11, uma análise de componentes 
principais aos espectros, tal como foram adquiridos, não é suficiente para 
distinguir as estirpes de acordo com o seu serótipo. 
Uma vez que os espectros foram adquiridos em dias diferentes e de 
estirpes crescidas em meios de cultura de lotes diferentes, é natural que exista 
uma variabilidade de resultados. Assim, devem-se aplicar tratamentos a todos 
os espectros de modo a minimizar essas diferenças, o que se consegue com 
pré-processamentos. Foram testados vários pré-processamentos às amostras, 
de modo a verificar qual seria o mais adequado para se obter os resultados que 
se pretendiam, ou seja, uma representação que permita distinguir os 5 
serótipos.  
Representando a análise de componentes principais para todo o 
espectro e vários pré-processamentos (filtro de Savitzky-Golay (17,2,1) + 
remoção da média; filtro de Savitzky-Golay (17,2,2) + remoção da média; SNV 
+ remoção da média, filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) + SNV e MSN) para 2 
componentes principais (gráfico não apresentado) e para 3 componentes 
principais, o melhor resultado obtém-se para a representação gráfica do 
componente principal 3 em função do componente principal 2, mas não se 
conseguindo ainda distinguir as estirpes pelo seu serótipo, como se pode ver 
na Figura III.12. Nesta figura cada ponto corresponde a um espectro e os 
círculos correspondem ao intervalo de confiança para cada serótipo. 
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Figura III.12 – Gráfico de componentes principais para todos os espectros analisados, 
utilizando todos os números de onda, com um pré-processamento de filtro de Savitzky-Golay 
(9,2,2) e SNV. As 5 cores representam os 5 serótipos do S. pneumoniae analisados. A 
correspondência entre as cores e os serótipos encontra-se na legenda da figura. 
 
Os serótipos dependem dos polissacáridos da parede. 
Seleccionando apenas o intervalo de números de onda que está associado à 
parede celular (1185-900 cm–1), aplicando como pré-processamentos o filtro de 
Savitzky-Golay (9,2,2), e a função SNV para 3 componentes principais, a 
representação gráfica que se obtém é a que está representada na Figura III.13. 
Dada a dificuldade em classificar as estirpes segundo o serótipo, houve 
necessidade de recorrer ao terceiro componente principal, apesar de este 
representar uma variância explicada pequena. Optou-se por representar o 
segundo componente principal versus o terceiro componente principal, pois 
verificou-se a existência de uma melhor separação dos serótipos, do que 
usando o primeiro componente principal. 
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Figura III.13 – Análise de PCA para 542 espectros de estirpes de S. pneumoniae. Os espectros 
usados foram submetidos a um pré-processamento de filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. A 
zona do espectro usada correspondente aos números de onda compreendidos no intervalo de 
900 a 1185 cm-1. 
 
Na representação do componente principal 3 em função do 
componente principal 2 é possível distinguir 5 grupos correspondentes aos 5 
serótipos. No entanto, esta representação está associada a uma variância 
explicada baixa. Este valor baixo não quer dizer que seja uma má classificação, 
apenas indica que a diferença entre os serótipos está contida num componente 
principal que não representa as características mais marcantes do espectro 
das células. Na Figura III.13, os intervalos de confiança dos vários serótipos 
encontram-se alargados devido ao afastamento de alguns pontos. Assim, foi 
avaliada a existência de espectros aberrantes. Para isso recorreu-se à 
representação gráfica das estatísticas dos resíduos e Hotelling. 
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Figura III.14 – Representação gráfica da estatística de Hotelling em função da estatística dos 
resíduos dos espectros de FT-IR para as estirpes de S. pneumoniae, de modo a nomear os 
espectros aberrantes. 
 
Neste gráfico estão representadas as linhas associadas a 95% de 
grau de confiança (a encarnado para a estatística dos resíduos e a azul para a 
estatística de Hotelling). Os espectros que se encontram fora do intervalo de 
confiança para a estatística de Hotelling (acima da linha azul) e para a 
estatística dos resíduos (para a direita da linha encarnada) são espectros 
aberrantes. Assim, a partir da Figura III.15, nomearam-se os seguintes 
espectros como aberrantes: 
• 19, 21, 23 correspondentes à estirpe 1999V0975$su23F (réplicas de um 
dia de análise); 
• 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261 correspondentes à estirpe 
2002V1463$suNT (as 9 réplicas dos 3 dias de análise); 
• 281, 284, 288, 289 correspondentes à estirpe 2003V0076$su19A 
(réplicas de um dia de análise); 
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• 317, 323 correspondentes à estirpe 2003V0319$suNT (ambos do 
mesmo dia de análise); 
• 362, 363, 364, 365, 366, 367 correspondentes à estirpe 
2003V0785$su9V (6 das 9 réplicas correspondentes a 2 dias de 
análise); 
• 372, 373, 375, 376, 378, 379 correspondentes à estirpe 
2003V0787$suNT (6 das 9 réplicas de 2 dias de análise); 
• 417, 419, 421 correspondentes à estirpe 2003V1112$su19A (réplicas de 
um dia de análise); 
• 443, 446 correspondentes à estirpe 2003V1200$su14 (ambos do mesmo 
dia de análise); 
• 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460 correspondentes à estirpe 
2003V1203$suNT (as 9 réplicas dos 3 dias de análise); 
• 467, correspondente à estirpe 2003V1481$su23F ; 
• 518, correspondente à estirpe 2003V1494$su14. 
 
Os espectros considerados aberrantes pela estatística de Hotelling e 
dos resíduos correspondem a 8% da totalidade dos espectros. A maioria 
destes espectros corresponde a réplicas de um mesmo dia, o que leva a 
pensar que tenha havido um erro na preparação da estirpe, nesse dia. Para os 
espectros cujas réplicas de 2 ou 3 dias foram considerados aberrantes deverá 
haver uma característica da estirpe que origina espectros não comparáveis 
com os restantes. A maioria  das estirpes (3 de 4) com todos, ou quase todos, 
os espectros considerados aberrantes pertencem ao grupo NT. A designação 
de NT corresponde a estirpes em que o serótipo não foi identificado pelo 
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“método de xadrez” por não haver quantidade de polissacáridos capsulares 
suficientes ou, por o serótipo adequado não estar representado no método 
usado. Nestes espectros aberrantes encontram-se representados espectros de 
4 das 8 estirpes NT.  
Retiraram-se, então, os espectros aberrantes da matriz original e 
refez-se a representação gráfica (Figura III.15).  



































Figura III.15 - Representação gráfica da análise de PCA dos espectros de FT-IR de S. 
pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes de acordo com a 
representação gráfica da estatística dos resíduos e de Hotelling. Os espectros usados foram 
submetidos ao pré-processamento filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV, e a gama de 
números de onda usada foi de 900 a 1185 cm-1. Os serótipos estão organizados por cores e a 
correspondência encontra-se no gráfico. 
 
Na Figura III.15, pode constatar-se que os intervalos de confiança 
estão mais apertados que os da Figura III.13. Uma vez que o intervalo de 
confiança das estirpes com o serótipo não determinado (NT) se encontra 
sobreposto ao intervalo de confiança dos restantes serótipos, e por não ser um 
grupo de referência pela sua heterogeneidade, eliminaram-se todas as estirpes 
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nesta situação. A representação gráfica do resultado obtido encontra-se no 
gráfico da Figura III.16. 
 


































Figura III.16 - Representação gráfica da análise de PCA dos espectros de FT-IR de  
S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes e os espectros cujo 
serótipo não estava determinado pelo método de referência. Os espectros usados foram 
submetidos aos pré-processamentos filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV, e a gama de 
números de onda usada foi de 900 a 1185 cm-1. Os serótipos estão organizados por cores e a 
correspondência encontra-se no gráfico. 
 
Neste gráfico ainda se conseguem detectar alguns espectros de um 
dado serótipo dentro do intervalo de confiança de outro serótipo. Isto acontece 
para os casos seguintes: 
• Espectros de serótipo 9V mas que se encontram no intervalo de 
confiança do serótipo 23F: 
Dois espectros de um dia de análise e um de outro dia da estirpe 
2000V1226$su9V; 
• Espectros de serótipo 19A mas que se encontram no intervalo de 
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Os 3 espectros de um dia de análise da estirpe 2003V0076$19A; 
Os 3 espectros de um dia de análise da estirpe 2003V0577$su19A; 
Todos os espectros da estirpe 2003V1484$su19A; 
• Espectros do serótipo 14 mas que se encontram no intervalo de 
confiança do serótipo 23F: 
Os 3 espectros de um dia de análise e 2 espectros de outro dia de 
análise da estirpe 2000V1210$su23F; 
• Espectros de serótipo 23F mas que se encontram no intervalo de 
confiança do serótipo 14: 
Os 2 espectros do mesmo dia de análise do espectro da estirpe 
2003V1481$23F que foi considerado aberrante; 
• Espectros de serótipo 23F mas que se encontram no intervalo de 
confiança do serótipo 9V: 
Os 6 espectros de dois dias de análise da estirpe 2000V1217$su23F. 
 
De todos os espectros nomeados, pode observar-se que para a 
estirpe 2003V1484$su19A todos os espectros estão dentro do intervalo de 
confiança do serótipo 23F. Uma vez que as análises partiram de placas de 
gelose de sangue, independentes de dia para dia, e que foram sempre 
preparadas a partir de um criotubo, o erro não deverá estar no ensaio, mas 
antes, terá resultado da troca no congelamento da estirpe, uma vez que para a 
criopreservação foi retirado todo o conteúdo da placa. Como justificação para 
este caso poderá colocar-se a hipótese de uma troca aquando da repicagem 
inicial no laboratório de microbiologia da Faculdade de Medicina de Lisboa. 
Assim, esta estirpe não foi considerada na construção dos modelos. Os 
restantes espectros que estão no intervalo de confiança de outro serótipo estão 
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dispostos em múltiplos de três, onde os três são as réplicas de um mesmo dia. 
Para estes casos, pode colocar-se a hipótese de que tenha havido uma troca 
de estirpes mas, por não haver certeza quanto a este facto, os espectros não 
foram eliminados aquando da construção dos modelos. Apenas para perceber 
a influência que estes espectros que se encontram no intervalo de confiança de 
outro serótipo têm na representação gráfica da análise de componentes 
principais, fez-se um novo gráfico onde se eliminaram todos estes espectros. O 
resultado que se obteve está representado na Figura III.17. 


































Figura III.17 – Representação gráfica da análise de PCA dos espectros de FT-IR de S. 
pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes, os espectros de serótipo 
não determinado e os espectros cujo serótipo se encontrava no intervalo de confiança de outro 
serótipo. Os espectros usados foram submetidos aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-
Golay (9,2,2) e SNV e, foi usada a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Os serótipos 
estão organizados por cores e a correspondência encontra-se na legenda do gráfico. 
 
Como se pode observar no gráfico de Figura III.17, os intervalos de 
confiança dos serótipos estão bastante apertados. No entanto, pode observar- 
-se ainda uma sobreposição de serótipos 14, 19A e 23F. Se se visualizarem os 
quatro serótipos num gráfico a três dimensões (Figura III.18) pode-se constatar 
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que o serótipo 23F tem uma maior variação no componente principal número 3, 
que o serótipo 19A tem uma maior variação no componente principal número 2 
e que o serótipo 9V e 14 têm uma maior variação no componente 1 e estão 
















Componente principal #3 (2.4%)






















Figura III.18- Representação gráfica da análise de PCA, a 3 dimensões dos espectros de FT-IR 
de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes, os espectros de 
serótipo não determinado e os espectros cujo serótipo se encontrava no intervalo de confiança 
de outro serótipo. Os espectros usados foram submetidos aos pré-processamentos: filtro de 
Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, foi usada a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Os 
serótipos estão organizados por cores e a correspondência encontra-se na legenda do gráfico. 
 
Tendo em conta o descrito anteriormente, para efeitos de construção 
dos modelos nas secções seguintes, consideraram-se como dados de partida o 
conjunto de espectros resultantes da eliminação dos espectros aberrantes, dos 
espectros da estirpe 2003V1484$su19A e dos espectros correspondentes ao 
serótipo não determinado.  
Na abordagem descrita consideraram-se todos os espectros como se 
fossem espectros independentes. Existe uma outra abordagem possível onde 
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se escolhe apenas um espectro de cada estirpe que esteja na nuvem 
representada pelas 9 réplicas. Assim sendo, obtém-se um conjunto de pontos 
significativamente mais pequeno. Uma vez que as estirpes cujo serótipo não 
está determinado têm uma grande variabilidade, foram eliminados logo à 
partida e fez-se uma representação gráfica (Figura III.19) com os pontos 
referentes às 52 estirpes restantes.  
 
Figura III.19 - Representação gráfica da análise de PCA dos espectros de FT-IR de S. 
pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros de serótipo não determinado. Os 
espectros usados foram submetidos aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e 
SNV e, foi usada a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Cada ponto corresponde a 
um espectro representativo de uma nuvem de espectros correspondente a uma estirpe. A 
legenda da figura é a seguinte: (•) serótipo 9V, (•) serótipo 14, (•) serótipo 19A, e (•) serótipo 
23F. 
 
Como se pode ver na Figura III.19, existe uma dispersão 
pronunciada nos componentes da análise de PCA, na Figura III.20 identificam- 
-se visualmente estas estirpes que perfazem um total de 11. 
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Figura III.20 - Representação gráfica da análise de PCA dos espectros de FT-IR de S. 
pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros de serótipo não determinado. Os 
espectros usados foram submetidos aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e 
SNV e, foi usada a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Cada ponto corresponde a 
um espectro representativo de uma nuvem de espectros correspondente a uma estirpe. Com 
um quadrado estão representadas as estirpes com uma grande dispersão. A legenda da figura 
é a seguinte: (•) serótipo 9V, (•) serótipo 14,  (•) serótipo 19A, e (•) serótipo 23F. 
 
Retirando as 11 estirpes restou com um conjunto de 41 estirpes. 
Construindo um novo modelo PCA obtém-se a representação gráfica na Figura 
III.21. 
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Figura III.21 - Representação gráfica da análise de PCA dos espectros de FT-IR de S. 
pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros de serótipo não determinado e os 
espectros que apresentavam uma grande dispersão. Os espectros usados foram submetidos 
aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, foi usada a gama de 
números de onda de 900 a 1185 cm-1. Cada ponto corresponde a um espectro representativo 
de uma nuvem de espectros correspondente a uma estirpe. A legenda da figura é a seguinte: 
(•) serótipo 9V, (•) serótipo 14,  (•) serótipo 19A, e (•) serótipo 23F. 
 
Retirando a estirpe 2003V1484$su19A, a estirpe cujos espectros se 
encontram todos no intervalo de confiança do serótipo 23F, obtém-se a 
representação gráfica da Figura III.22. 
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Figura III.22 - Representação gráfica da análise de PCA dos espectros de FT-IR de S. 
pneumoniae, dos quais foram eliminadas as estirpes de serótipo não determinado, as estirpes 
que apresentavam uma grande dispersão e a estirpe 2003V1484$su19A. Os espectros usados 
foram submetidos aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, foi usada 
a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Cada ponto corresponde a um espectro 
representativo de uma nuvem de espectros correspondente a uma estirpe. A legenda da figura 
é a seguinte: (•) serótipo 9V, (•) serótipo 14,  (•) serótipo 19A, e (•) serótipo 23F. 
 
Das duas abordagens acima descritas, seguiu-se a primeira para a 
construção dos modelos, uma vez que esta traduz a variabilidade inerente ao 
crescimento das estirpes nos três lotes de meio, à preparação da amostra, à 
secagem das suspensões no suporte de Selenato de Zinco e à própria leitura 
dos resultados. A metodologia seguida foi sempre a mesma mas, apesar de 
todos os controlos, existe sempre alguma variabilidade que pode ser visível nos 
resultados. A segunda abordagem permite diminuir a incerteza associada à 
determinação de um serótipo por este método mas, por outro lado, como o 
intervalo de confiança está mais apertado poderá dar origem a falsos negativos 
para um dado serótipo. Assim, a abordagem associada a uma maior 
reprodutibilidade será a primeira. 
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Para a elaboração dos modelos, é necessária a divisão dos 
espectros de modo a que existam espectros para a construção do modelo e 
espectros distintos para a sua validação. Assim, dividiu-se a totalidade dos 
espectros em dois grupos de modo a que um dos grupos contenha 70% dos 
espectros de cada serótipo e o outro contenha os 30% dos espectros restantes 
de cada serótipo. De modo a avaliar se os dados de validação escolhidos são 
representativos de cada serótipo fez-se uma representação gráfica de cada 
serótipo onde se colocaram os espectros pertencentes ao grupo de validação 
(pontos a preto) sobrepostos ao grupo de espectros usados para construção do 
modelo (pontos a cinzento). Os pontos correspondentes aos dados de 
validação deverão estar contidos nos dados de construção do modelo, para 
uma divisão bem feita. A representação gráfica para os 4 serótipos encontra-se 
na Figura III.23. 
 
Figura III.23– Representação gráfica dos espectros usados para a validação dos modelos (a 
cinzento escuro) e os espectros usados na construção dos modelos (a cinzento claro), para 
cada serótipo (9V, 14, 19A e 23F).  
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Para todos os gráficos dos serótipos 9V, 14 e 19A os dados de 
validação estão contidos nos de construção do modelo, mas para o serótipo 
23F existem 2 espectros ligeiramente afastados. Este serótipo, como foi visto 
na análise de PCA, tem uma grande variação no componente principal 3 o que 
justifica a dispersão dos dados e não existe razão para eliminar os dois 
espectros que parecem estar mais afastados do grupo considerado. 
 
5.1.2. SIMCA 
A análise de componentes principais por si só não permite a 
identificação de estirpes de amostras desconhecidas. Assim, com as 
informações obtidas aquando da análise de componentes principais, pode-se 
construir um modelo utilizando um método supervisionado. Um dos métodos 
supervisionados possíveis é o SIMCA. Para a construção do modelo SIMCA 
tem de se criar uma matriz numérica onde cada número corresponde a um 
serótipo. Esta matriz tem apenas uma coluna e está organizada de modo a que 
cada linha corresponda ao serótipo de cada espectro da matriz dos espectros, 
codificada de 1 a 5. No modelo SIMCA é, também, necessário o cálculo do 
número de componentes principais adequado, cálculo este que foi feito por 
validação cruzada. Na validação cruzada teve-se o cuidado para que não se 
validasse o modelo usando estirpes também usadas na calibração. Para isso 
não acontecer usou-se a validação cruzada através da eliminação de blocos de 
exemplos (LOBO). Na validação cruzada, usando como matriz analisada 
aquela que contém a totalidade dos espectros de FT-IR (542 espectros), 
obteve-se uma representação gráfica que indica que o número de 
componentes principais associado a um menor erro é 2. Assim, fazendo o 
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modelo SIMCA com 2 componentes principais, o que se obtém é o 
representado na Figura III.24. 
 
 


















Figura III.24 – Resultado da validação cruzada para o modelo SIMCA com 2 componentes 
principais para o conjunto total de espectros e para 16 blocos aleatórios. Os espectros foram 
submetidos ao pré-processamento filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, foi usada a gama 
de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Neste gráfico encontram-se representados no eixo 
das ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o número 1 corresponde ao serótipo 9v, o 
2 ao 14, o 3 ao 19A, o 4 ao 23F e o 5 ao serótipo não determinado. Representada com o 
símbolo (x) está a classe prevista pelo modelo e com o símbolo (□) a classe definida pelos 
métodos clássicos. Existe uma classificação incorrecta para 20,7% dos espectros. 
 
Neste modelo, 20,7% dos espectros foram mal identificados. Tal 
como já foi referido, este modelo baseia-se na análise de componentes 
principais e, em semelhança ao que foi feito para o PCA, construiu-se um novo 
modelo SIMCA para o conjunto de espectros resultantes da eliminação dos 
espectros aberrantes, segundo a estatística de Hotelling e dos resíduos, e sem 
a estirpe 2003V1484$su19A. A Figura III.25 representa esse estudo. 
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Figura III.25 – Validação cruzada para o modelo SIMCA para 16 blocos aleatórios com 4 
componentes principais para o conjunto total de espectros dos quais foram eliminados os 
espectros aberrantes e os espectros da estirpe 2003V1484$su19A. Os espectros foram 
submetidos ao pré-processamento filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV, e foi usada a gama 
de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Neste gráfico encontram-se representados no eixo 
das ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o número 1 corresponde ao serótipo 9v, o 
2 ao 14, o 3 ao 19A, o 4 ao 23F e o 5 ao serótipo não determinado. Representada com o 
símbolo (x) está a classe prevista pelo modelo e com o símbolo (□) a classe definida pelo 
método clássico. Existe uma classificação errada para 8,2% dos espectros. 
 
A percentagem de classificação dos serótipos correcta (91,8%) 
aumentou com a eliminação dos espectros aberrantes e dos espectros da 
estirpe 2003V1484$su19A. No entanto, ainda existem 40 espectros que não 
foram correctamente identificados (correspondentes a 8,2%). A maioria destes 
espectros encontra-se na classe 5, ou seja, nos espectros de estirpes cujo 
serótipo não foi determinado (NT). Assim, se se eliminarem estas estirpes o 
resultado do modelo SIMCA resultante está descrito na Figura III.26.  
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Figura III.26 – Validação cruzada para 16 blocos aleatórios para o modelo SIMCA com 3 
componentes principais para o conjunto total de espectros dos quais foram eliminados os 
espectros aberrantes, os espectros da estirpe 2003V1484$su19A e os espectros sem serótipo 
determinado. Os espectros foram submetidos ao pré-processamento filtro de Savitzky-Golay 
(9,2,2) e SNV e, foi usada a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Neste gráfico 
encontram-se representados no eixo das ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o 
número 1 corresponde ao serótipo 9v, o 2 ao 14, o 3 ao 19A e o 4 ao 23F. Representada com o 
símbolo (x) está a classe prevista pelo modelo e com o símbolo (□) a classe definida pelo 
“método de xadrez”. Existe uma classificação incorrecta para 5,5% das estirpes. 
 
O modelo SIMCA assim construído conseguiu prever uma 
classificação concordante com o “método de xadrez” para 94,5% dos 
espectros. Assim, deve dividir-se a matriz dos espectros de modo a ter dados 
para a construção do modelo e dados para testar o modelo, que pertençam a 
estirpes distintas. Usando os 70% dos espectros, referidos anteriormente 
(secção 5.1.1), para a construção do modelo e os 30% dos espectros para a 
sua validação, e após a determinação do número de componentes principais 
associado a um menor erro para 16 blocos aleatórios, foi elaborado um novo 
modelo SIMCA com 2 componentes principais. A Figura III.27 mostra este 
modelo.  
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Figura III.27 – Modelo SIMCA para 2 componentes principais para 70% dos espectros de FT-IR 
de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes, os espectros da 
estirpe 2003V1484$su19A e os espectros sem serótipo determinado. Os espectros usados 
foram submetidos aos pré-processamentos: Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e usou-se a gama de 
números de onda de 900 a 1185 cm-1. Neste gráfico encontram-se representados no eixo das 
ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o número 1 corresponde ao serótipo 9v, o 2 
ao 14, o 3 ao 19A e o 4 ao 23F. Representado com o símbolo (x) está o serótipo previsto pelo 
modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo teste de referência. Existe uma 
classificação correcta para 93,5% dos espectros. 
 
A percentagem de espectros correctamente associados ao serótipo é 
bastante elevada (93,5%) no entanto, é necessário testar o modelo com os 
30% do total dos espectros (133 espectros) que não foram usados na 
construção do modelo. O resultado obtido encontra-se na Figura III.28. 
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Figura III.28 – Validação do Modelo SIMCA para 30% da totalidade dos espectros de FT-IR de 
S. pneumoniae dos quais foram eliminados os espectros aberrantes e os espectros sem 
serótipo determinado. Os espectros usados foram submetidos aos pré-processamentos filtro de 
Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, usou-se a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. 
Neste gráfico encontram-se representados no eixo das ordenadas os serótipos do S. 
pneumoniae, onde o número 1 corresponde ao serótipo 9v, o 2 ao 14, o 3 ao 19A e o 4 ao 23F. 
Representada com o símbolo (+) está a classe prevista pelo modelo e com o símbolo (□) a 
classe definida previamente. A percentagem de espectros bem classificados foi de 91,8. 
 
Tanto o modelo como a validação apresentaram uma percentagem 
de estirpes bem classificadas muito elevada (93,5% e 91,8%, 
respectivamente), sendo, por isso, uma abordagem que pode ser considerada 
para a identificação de um dos 4 serótipos testados. 
 
5.1.3. PLS 
Um outro modelo supervisionado é a regressão dos mínimos 
quadrados parciais (PLS). Este modelo pode ser aplicado de duas formas: PLS 
discriminante e PLS hierárquico. 
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5.1.3.1. PLS Discriminante 
No PLS discriminante são consideradas duas matrizes: uma matriz 
X , que representa a variável independente que contém os espectros de FT-IR 
a analisar, e uma matriz Y  que representa a variável dependente que tem a 
informação sobre o serótipo de cada espectro. A matriz Y  tem um número de 
linhas igual ao número de linhas da matriz X , uma vez que as linhas 
correspondem aos espectros a estudar, e um número de colunas igual ao 
número de serótipos. Na matriz Y  só existem números “1” e “0”, e se se definir 
como a primeira coluna o serótipo 9V, a segunda como o serótipo 14, a terceira 
como o serótipo 19A, a quarta como o serótipo 23F e a quinta como o serótipo 
não determinado, para cada linha o número “1” é colocado na coluna referente 
ao serótipo adequado, as restantes colunas que dizem respeito aos outros 
serótipos são preenchidas com o número 0. Tal como para o método PCA, os 
espectros devem ser submetidos a um pré-processamento adequado. De 
acordo com a informação obtida pelo métodos PCA e SIMCA, usou-se como 
pré-processamento o filtro de Savitsky-Golay (9,2,2) e a função SNV. Também 
foi usada a gama espectral correspondente à parede celular: 900 a 1185 cm-1. 
Para a aplicação desta função deve definir-se o número de variáveis latentes 
que foi determinado por validação cruzada para 10 blocos contíguos. O erro 
mínimo foi obtido para um número de variáveis latentes de 5. Aplicando então 
esta função à totalidade dos espectros, a representação gráfica que se obteve 
é a representada na Figura III.29. 
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Figura III.29 - Resultados obtidos para o modelo de PLS discriminante usando para a validação 
cruzada 10 blocos contíguos e 5 variáveis latentes. Foram usados todos os espectros FT-IR de 
S. pneumoniae, que foram submetidos a pré-processamentos Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, 
usou-se a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. A equivalência entre as cores e os 
serótipos encontra-se na legenda. 
 
Esta representação é muito semelhante à representação gráfica do 
método PCA, para este mesmo conjunto de espectros. Assim, tal como foi feito 
para o PCA e para o SIMCA, eliminaram-se os espectros aberrantes e os 
espectros da estirpe 2003V1484$su19A, a representação gráfica que se obtém 
é a representada na Figura III.30. 
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Figura III.30 - Resultados obtidos para o modelo de PLS discriminante para uma validação 
cruzada com 10 blocos contíguos. Foi usado um conjunto de espectros FT-IR de S. 
pneumoniae que resultam da eliminação dos espectros aberrantes de acordo com o descrito 
em 3.1.2.1. Os espectros foram submetidos aos pré-processamentos filtro de Savitzky-Golay 
(9,2,2) e SNV, usou-se a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. A equivalência entre 
as cores e os serótipos encontra-se na legenda. 
 
Os espectros correspondentes às estirpes com uma quantidade 
pequena de polissacáridos da parede ou com um serótipo não incluído no 
“método de xadrez”, apresentam-se sobrepostos aos dos 4 serótipos testados. 
Como este grupo poderá ter uma variabilidade muito grande, os espectros 
correspondentes foram eliminados e foram testados apenas os 4 serótipos (9V, 
14, 19A, 23F). O resultado é o que está representado na Figura III.31. 
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Figura III.31 - Resultados obtidos para o modelo de PLS discriminante para o conjunto de 
espectros de FT-IR de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes, os 
espectros da estirpe 2003V1484$su19A e os espectros cujo serótipo não está determinado. 
Este modelo resulta de uma validação cruzada com 10 blocos contíguos e 5 variáveis latentes. 
Os espectros usados foram submetidos aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-Golay 
(9,2,2) e SNV e, usou-se a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. A equivalência 
entre as cores e os serótipos encontra-se na legenda. 
 
Como se pode ver na Figura III.31, os 4 serótipos apresentam 
alguma separação mas, existe um ponto coincidente. Usando os 70% dos 
espectros, referidos no ponto 5.1.1, para a construção do modelo PLS 
discriminante, o que se obteve é o representado na Figura III.32. 
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Figura III.32 - Resultados obtidos para o modelo de PLS discriminante para o conjunto de 
espectros de FT-IR de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes, os 
espectros cujo serótipo não está determinado e os espectros da estirpe 2003V1484$su19A. 
Para a construção do modelo foram usadas 5 variáveis latentes. Os espectros usados foram 
submetidos aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, usou-se a gama 
de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Representada com o símbolo (x) está o serótipo 
previsto pelo modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo “método de xadrez”. Com a 
designação 1 está o serótipo 9V, 2 o serótipo 14, 3 o serótipo 19A e 4 o serótipo 23F. A 
percentagem de espectros correctamente identificados foi de 92,6%. 
 
O modelo construído testa os próprios dados e, para estes, a 
percentagem de espectros correctamente identificados foi de 92,6%. 
De modo a validar o modelo usaram-se os 30% dos espectros que 
não foram usados na sua construção. O resultado que se obtém para a 
validação é o representado na Figura III.33. 
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Figura III.33 - Resultados obtidos para a validação do modelo de PLS discriminante para 30% 
do conjunto de espectros de FT-IR de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros 
aberrantes e os espectros cujo serótipo não está determinado. Este modelo resulta de uma 
validação cruzada com 5 variáveis latentes e com 1000 re-amostragens. Os espectros usados 
foram submetidos aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, usou-se a 
gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Representada com o símbolo (x) está o 
serótipo previsto pelo modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo “método de xadrez”. 
Com a designação 1 está o serótipo 9V, 2 o serótipo 14, 3 o serótipo 19A e 4 o serótipo 23F. A 
percentagem de estirpes correctamente identificadas foi de 97,1%. 
 
A percentagem de concordância entre a determinação dos serótipos 
pelo método de referência e o do modelo PLS discriminante é de 97,1% o que 
representa um valor bastante elevado e permite concluir que esta é uma 
abordagem válida para a serotipagem de estirpes que pertençam a um destes 
4 serótipos. 
Na Figura III.34 encontram-se quatro gráficos, um por cada serótipo. 
Em cada gráfico está representada a incerteza associada a cada previsão do 
serótipo pelo modelo, para um grau de confiança de 95%. Assim por cada 
serótipo, e consequentemente por cada gráfico, os espectros que se encontram 
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na posição 1 são aqueles que estão mais próximos do serótipo estudado e na 
linha correspondente ao zero encontram-se todos os espectros dos três 
serótipos restantes. 
 
Figura III.34 – Resultados das incertezas para a validação do modelo de PLS discriminante 
para 30% do conjunto de espectros de FT-IR de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os 
espectros aberrantes, os espectros da estirpe 2003V1484$su19A e os espectros cujo serótipo 
não está determinado. Este modelo resulta de uma validação cruzada com 5 variáveis latentes 
e com 100 re-amostragens. Os espectros usados foram submetidos aos pré-processamentos: 
filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, usou-se a gama de números de onda de 900 a  
1185 cm-1. Em cada gráfico na linha 1 encontram-se os espectros previstos pelo modelo 
associados ao serótipo respectivo e na linha zero os espectros das outras 3 classes. Os 
espectros foram ordenados de acordo com o serótipo determinado pelo “método de xadrez”. 
 
De acordo com o representado na Figura III.34, o serótipo cujos 
espectros têm uma maior incerteza associada é o 23F. Como se pode observar 
pela representação gráfica do PLS discriminante da Figura III.31, os espectros 
deste serótipo têm uma variabilidade grande na variável latente 3 e, para além 
disto, o número de espectros usados para a validação deste serótipo é o mais 
elevado, o que quer dizer que o número de espectros usados na construção do 
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modelo foi baixo levando à redução da variabilidade aquando da construção do 
modelo o que se traduz numa menor reprodutibilidade e, portanto, numa 
incerteza maior para cada espectro deste serótipo. 
De modo a comparar os resultados obtidos pelo modelos PLS 
discriminante e pelo SIMCA foi feita uma representação gráfica (Figura III.35) 
de ambos os métodos para vários componentes principais. 
 
Figura III.35 – Representação gráfica dos resultados obtidos para modelos SIMCA e PLS para 
o mesmo conjunto de dados para vários componentes principais. 
 
De acordo com a Figura III.35, verifica-se que existe um melhor 
ajuste para o modelo PLS discriminante quando se considera um número de 
componentes superior a 4. O modelo SIMCA foi construído para 2 
componentes principais e o PLS discriminante para 5 variáveis latentes, os 
pontos mais elevados para ambos os modelos. No entanto, segundo o gráfico, 
a percentagem de ajuste é mais elevada para o PLS discriminante como se 
pode constatar pela percentagens de estirpes correctamente identificadas 
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aquando da validação dos modelos SIMCA (91,8%) e PLS discriminante 
(97,1%). 
 
5.1.3.2. PLS hierárquico 
Outro modelo supervisionado é o PLS hierárquico. Neste modelo são 
eliminados inicialmente os espectros do serótipo que melhor se distingue do 
grupo. Para a correcta aplicação do PLS hierárquico, é realizada uma validação 
cruzada de modo a determinar o número de variáveis latentes associadas a um 
erro menor. Do grupo de espectros que resta (equivalentes a 4 serótipos), são 
eliminados os espectros do serótipo que melhor se distingue do grupo de 
espectros dos 3 serótipos restantes, sendo novamente determinado o número 
de variáveis latentes adequado, através de validação cruzada. Assim vão-se 
eliminando sucessivamente serótipos até que fica a última classe. 
Construiu-se um modelo PLS hierárquico para os espectros pré- 
-processados com as funções Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV, usando apenas os 
números de onda entre 900 e 1185 cm-1, definindo 12 blocos contíguos para a 
validação cruzada. Obteve-se o modelo descrito na Tabela III.3. 
Tabela III.3 – Resultados obtidos para o modelo de PLS hierárquico usando para a validação 
cruzada 12 blocos contíguos. Foram usados todos os espectros FT-IR de S. pneumoniae, que 
foram submetidos a pré-processamentos Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, usou-se a gama de 
números de onda de 900 a 1185 cm-1. Nesta tabela encontram-se representados os serótipos, 
o número de variáveis latentes usadas para a identificação de cada serótipo, a sensibilidade e 
a especificidade.  
Serótipo LV Sensibilidade (α) Especificidade (β) 
9V 4 96,30 98,70 
14 12 94,07 96,32 
23F 10 93,33 87,29 
19A 15 93,90 91,67 
NT - 100 100 
 
Para se entender a tabela é importante definir a sensibilidade como 
os espectros correctamente classificados, aos quais foram retirados os falsos 
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positivos, e a especificidade como os espectros correctamente classificados, 
aos quais foram retirados os falsos negativos. No modelo ideal dever-se-ia 
obter, para a sensibilidade e especificidade, para cada serótipo, um valor 
próximo de 100. 
Tal como descrito nas secções anteriores, foram eliminados os 
espectros aberrantes e os espectros da estirpe 2003V1484$su19A, e para 12 
blocos contíguos na validação cruzada, o modelo que se obteve é o descrito na 
Tabela III.4. 
Tabela III.4 - Resultados obtidos para o modelo PLS hierárquico para uma validação cruzada 
com 12 blocos contíguos. Foi usado um conjunto de espectros FT-IR de S. pneumoniae que 
resultam da eliminação dos espectros aberrantes pela estatística de Hotelling e dos resíduos e 
da eliminação dos espectros da estirpe 2003V1484$su19A. Os espectros foram submetidos 
aos pré-processamentos filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV, usou-se a gama de números 
de onda de 900 a 1185 cm-1. Nesta tabela encontram-se representados os serótipos, o número 
de variáveis latentes usadas para a identificação de cada serótipo, a sensibilidade e a 
especificidade.  
 
Serótipo LV Sensibilidade (α) Especificidade (β) 
9V 3 96,00 98,54 
23F 6 97,67 93,85 
14 3 100,00 93,78 
19A 1 83,67 100,00 
NT - 100,00 100,00 
 
Tal como foi feito nas secções anteriores, retirou-se, ao conjunto de 
espectros resultantes da eliminação dos espectros aberrantes, os espectros 
cujo serótipo não foi identificado com sucesso pelo método de referência, e 
para 12 blocos contíguos para a validação cruzada, o modelo PLS hierárquico 
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Tabela III.5 - Resultados obtidos para o modelo PLS hierárquico para o conjunto de espectros 
de FT-IR de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes, os espectros 
da estirpe 2003V1484$su e os espectros cujo serótipo não está determinado. Este modelo 
resulta de uma validação cruzada com 12 blocos contíguos. Os espectros usados foram 
submetidos aos pré-processamentos: filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e, usou-se a gama 
de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Nesta tabela encontram-se representados os 
serótipos, o número de variáveis latentes usadas para a identificação de cada serótipo, a 
sensibilidade e a especificidade.  
Classe LV Sensibilidade (α) Especificidade (β) 
9V 3 96,00 98,36 
19A 4 95,92 99,08 
14 3 95,46 91,86 
23F - 100,00 100,00 
 
Houve uma melhoria significativa na sensibilidade e especificidade 
do modelo obtido. Uma vez que os modelos construídos devem ser testados 
com dados que não foram usados na elaboração do modelo, construiu-se um 
novo modelo com 70% dos espectros. O resultado obtido encontra-se na 
Tabela III.6 e na Figura III.36. 
Tabela III.6 - Resultados obtidos para o modelo PLS hierárquico para 70% do conjunto de 
espectros de FT-IR de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados os espectros aberrantes e 
os espectros cujo serótipo não foi determinado. Os espectros usados foram submetidos aos 
pré-processamentos Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e usou-se a gama de números de onda de 
900 a 1185 cm-1. O modelo resulta de uma validação cruzada com 12 blocos contíguos. Nesta 
tabela encontram-se representados os serótipos, o número de variáveis latentes usadas para a 
identificação de cada serótipo, a sensibilidade e a especificidade.  
Classe LV Sensibilidade (α) Especificidade (β) 
19A 9 96,94 98,97 
9V 1 100,00 95,86 
14 4 94,32 100,00 
23F - 100,00 100,0000 
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Figura III.36 - Modelo PLS hierárquico com 70% da totalidade dos espectros de FT-IR de S. 
pneumoniae dos quais foram eliminados os espectros aberrantes, os espectros da estirpe 
2003V1484$su19A e os espectros cujo serótipo não foi determinado pelo “método de xadrez”. 
Os espectros usados foram submetidos aos pré-processamentos: Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV 
e usou-se a gama de números de onda de 900 a 1185 cm-1. Neste gráfico encontram-se 
representados no eixo das ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o número um 
corresponde ao serótipo 9v, o 2 ao 14, o 3 ao 19A e o 4 ao 23F. Representada com o símbolo 
(x) está o serótipo previsto pelo modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo “método 
de xadrez”. A taxa de previsões correctas é de 92,2%. 
 
Neste modelo, a taxa de identificação dos serótipos que coincide 
com a obtida pelo “método de xadrez” é de 92,2%. 
A Figura III.37 mostra o resultado da validação do modelo PLS 
hierárquico para os 30% dos espectros não usados na sua construção. 
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Figura III.37 - Validação do modelo PLS hierárquico com 30% da totalidade dos espectros de 
FT-IR de S. pneumoniae dos quais foram eliminados os espectros aberrantes e os espectros 
cujo serótipo não foi determinado pelo método clássico. Os espectros usados foram 
submetidos aos pré-processamentos: Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e usou-se a gama de 
números de onda de 900 a 1185 cm-1. Neste gráfico encontram-se representados no eixo das 
ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o número um corresponde ao serótipo 9v, o 2 
ao 14, o 3 ao 19A e o 4 ao 23F. Representada com o símbolo (x) está o serótipo previsto pelo 
modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo “método de xadrez”. A taxa de previsões 
correctas é de 72,8%.  
 
O modelo PLS hierárquico construído apresentou bons valores de 
sensibilidade e de especificidade e conseguiu atribuir correctamente o serótipo 
a 92,2% dos espectros usados na construção do modelo, no entanto, usando 
dados independentes para a validação, a percentagem de espectros com o 
serótipo correctamente atribuído foi de 72,8%, o que é um valor muito baixo. 
Assim, para a determinação do serótipo de uma estirpe de S. pneumoniae 
desconhecida, não deverá ser usado o modelo PLS hierárquico. 
 
5.1.4. Redes neuronais 
Para a optimização do método das redes neuronais, é necessária a 
definição dos pré-processamentos adequados de modo a que, no modelo 
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construído, as classes (serótipos) previstas correspondam às classes definidas 
previamente pelo “método de xadrez”. Existem outros parâmetros que têm de 
ser definidos tais como o número de nodos e o número de componentes 
principais a usar como entrada para a rede neuronal. Como o número de 
números de onda adquiridos é muito grande, torna-se necessário aplicar uma 
redução de dimensão aos nodos para ser usada a rede neuronal. Numa 
primeira abordagem foram usados todos os números de onda de todos os 
espectros definidos nas secções anteriores e como pré-processamentos usou-
se o filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. Foram testadas várias combinações 
de número de nodos e de número de componentes principais. Os melhores 
resultados foram obtidos para um modelo com 6 nodos e 6 componentes 
principais (Figura III.38). 

























Figura III.38 – Representação gráfica dos resultados do modelo da rede neuronal aplicada à 
totalidade dos espectros. Foram usados como pré-processamentos o filtro de Savitzky-Golay 
(9,2,2) e SNV. A gama espectral usada foi de 900 a 1185 cm-1. Representada com o símbolo 
() está o serótipo previsto pelo modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo “método 
de xadrez”. 
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Tal como para as secções anteriores foi feito um estudo de redes 
neuronais para o conjunto de espectros resultantes da eliminação dos 
espectros aberrantes e dos espectros da estirpe 2003V1484$su19A, mantendo 
o número de nodos de 6 e o número de componentes principais de 6. O 
resultado encontra-se na Figura III.39: 
























Figura III.39 - Representação gráfica dos resultados do modelo da rede neuronal aplicada aos 
espectros resultantes da eliminação dos espectros aberrantes e da estirpe 2003V1984$su19A. 
Foram usados como pré-processamentos o filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. A gama 
espectral usada foi de 900 a 1185 cm-1. Representada com o símbolo (□) está o serótipo 
previsto pelo modelo e com o símbolo () o serótipo definido pelo método clássico. 
 
A validação está associada a uma baixa taxa de estirpes bem 
identificadas e, tal como para os modelos SIMCA e PLS, a estirpes 
pertencentes ao serótipo que não foi identificado pelo teste de referência, 
prejudicam a taxa de sucesso dos modelos. Assim, se se eliminarem estes 
espectros, o modelo que se obtém é o que se encontra na Figura III.40.  
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Figura III.40 - Representação gráfica dos resultados do modelo da rede neuronal aplicada aos 
espectros resultantes da eliminação dos espectros aberrantes e da eliminação dos espectros 
cujo serótipo não foi determinado pelo método clássico de serotipagem. Foram usados como 
pré-processamentos o filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. A gama espectral usada foi de 
900 a 1185 cm-1. Representada com o símbolo () está o serótipo previsto pelo modelo e com 
o símbolo (□) o serótipo definido pelo “método de xadrez”. 
 
Nas redes neuronais usadas, por cada aplicação da função, é gerado 
um modelo que é diferente do anterior, uma vez que a inicialização dos 
parâmetros da rede é feita de forma aleatória. Assim, de modo a estimar as 
taxas de identificação mais próximas da realidade, aquando da construção do 
modelo, e as taxas de atribuição correctas da validação do modelo definido, 
deve-se correr a função bastantes vezes e calcular a média dos 20 melhores 
modelos. Neste trabalho, foram construídos 60 modelos. Os resultados que se 
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Tabela III.7 – Resultados obtidos para um modelo de redes neuronais construído a partir de 
espectros de FT-IR de estirpes de S. pneumoniae que resultam da eliminação dos espectros 
aberrantes e dos espectros cujo serótipo não foi identificado pelo “método de xadrez”. Foram 
definidos 6 nodos e 6 componentes principais. Os valores representam a percentagem de 
classificação correcta para a construção do modelo e para a validação do mesmo. A 
sublinhado estão os modelos considerados para a média. 
Modelo Validação  Modelo Validação  Modelo Validação 
99,0 84,2  96,4 82,7 
 96,1 88,7 
98,0 81,2  97,7 78,2 
 98,0 96,2 
99,7 86,5  97,4 92,5 
 97,1 89,5 
100 82,7  96,7 80,5 
 97,4 85,0 
98,0 88,7  97,7 85,0 
 96,4 84,2 
100 84,2  100 85 
 97,1 94,7 
96,4 88,0  97,4 88,7 
 99,3 90,2 
97,4 98,5  97,4 74,4 
 97,4 92,5 
96,4 94,0  100 85 
 98,4 85 
98,4 85,0  97,7 91,7 
 99,0 85 
96,1 90,2  98,0 86,5 
 96,4 92,5 
100 86,5  97,7 85,0 
 100 87,2 
97,1 92,5  98,0 89,5 
 98,0 79 
98,0 83,5  97,7 77,4 
 97,1 92,5 
97,7 87,2  98,0 77,4 
 100 89,5 
99,7 88,7  97,7 96,2 
 99,7 85 
96,4 77,4  95,8 85,7 
 98,4 86,5 
98,4 81,2  98,0 85,0 
 99,0 86,5 
99,3 89,5  100 86,5 
 97,7 82 
95,8 92,5  98,0 71,4 
 96,1 88,7 
 
Tendo em conta os modelos sublinhados da Tabela III.7, obtém-se 
como valores para a percentagem de identificação correcta da construção do 
modelo de 97,6 e para a validação uma percentagem de estirpes bem 
identificadas de 92,1. Tendo em conta estas percentagens, esta será também 
uma abordagem possível para a serotipagem de estirpes pertencentes a um 
dos 4 serótipos definidos. 
 
5.2 GC 
As cadeias polissacáridas da parede celular encontram-se ligadas a 
ácidos gordos e, o objectivo de fazer um estudo de ácidos gordos nas estirpes 
de S. pneumoniae, é tentar perceber se existe uma relação entre a composição 
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em ácidos gordos e os serótipos. Mais uma vez, os serótipos estudados foram 
quatro e um quinto grupo de estirpes onde o serótipo não foi determinado com 
sucesso pelo “método de xadrez” (estirpes descritas na Tabela II.1). 
Os resultados resultam de dois dias de extracção dos ácidos gordos 
das estirpes de S. pneumoniae e de uma análise no cromatógrafo gasoso 
também de dois dias distintos. Um exemplo do relatório que se obtém da 
análise dos ácidos gordos usando o método Sherlock®, encontra-se na Figura 
III.41. 
No anexo III encontra-se uma tabela (Tabela VII.1) com os resultados 
da identificação e percentagem dos ácidos gordos encontrados e o tempo de 
retenção para cada ácido gordo, para as estirpes analisadas. 
Como os resultados do GC se traduzem em presença ou ausência 
de um dado ácido gordo, ou seja, são dados discretos, não se devem aplicar 
outros pré-processamentos que não sejam o da remoção da média ou o da 
autonormalização, que pretendem eliminar diferenças que advêm de 
concentrações diferentes de microrganismos na suspensão inicial. O efeito da 
concentração deve ser eliminado pois, consoante a resposta total de um dado 
microrganismo, assim podem ser visíveis ácidos gordos que estão presentes 
em quantidades muito pequenas, mas que não dependem do serótipo. 
Fazendo um estudo de componentes principais para as estirpes 
estudadas, submetidas ao pré-processamento de remoção da média ou 
autonormalização e, fazendo o cruzamento com os serótipos o resultado a que 
se chega é semelhante para ambos os pré-processamentos. Na Figura III.42 
encontra-se a representação gráfica do PCA de resultados submetidos à 
remoção da média.  
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Figura III.41– Relatório que se obtém após a análise de ácidos gordos por GC de uma amostra 
da estirpe 2003V1495$su19A, pelo software Sherlock®. 
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Figura III.42 – Análise de componentes principais para estirpes de S. pneumoniae cujos ácidos 
gordos foram extraídos e submetidos a uma análise por GC. Para esta análise os resultados 
foram submetidos a um pré-processamento de remoção da média. 
 
Observando a Tabela VII.1 (anexo III) verifica-se que existem colunas 
onde praticamente não existe expressão de ácidos gordos e, nos casos em que 
existe, a quantidade é muito pequena, o que acontece para as estirpes cuja 
concentração da suspensão inicial foi elevada. Assim, estes valores estão 
relacionados com a concentração da suspensão inicial e não com uma 
característica intrínseca da estirpe logo, as colunas correspondentes aos 
ácidos gordos 13:0, 13:0 2OH, 15:1 w5c, 16:1 w5c, 17:1 iso w5c, 17:1 anteiso 
w9c, 17:1 w8c, 17:0, 18:1 w5c, 19:1 iso, 19:0 iso e 20:4 w6,9,12,15c, foram 
eliminadas. Foram também retirados os espectros considerados aberrantes 
pela estatística de Hotelling e pela estatística dos resíduos e os resultados 
respeitantes às estirpes cujo serótipo não foi determinado pelo método de 
referência. Construindo um novo gráfico que traduz a análise de PCA para os 
dados resultantes, o que se obtém é o representado na Figura III.43. 




































Figura III.43 - Análise de componentes principais a 3 dimensões para estirpes de S. 
pneumoniae cujos ácidos gordos foram extraídos e submetidos a uma análise por GC. Para 
esta análise os resultados foram submetidos a um pré-processamento de remoção da média e 
foram eliminados os resultados referentes às amostras sem serótipo determinado pelo teste de 
referência para a serotipagem. 
 
Como se pode observar na figura, não existe um agrupamento claro 
das estirpes de acordo com os seus serótipos.  
Partindo do mesmo conjunto de resultados de GC resultantes da 
eliminação dos espectros aberrantes e dos espectros sem serótipo 
determinado pelo método de referência, estudou-se um modelo SIMCA usando 
como pré-processamentos os usados na análise de PCA. Os resultados 
obtidos para todos os pré-processamentos foram semelhantes. Na Figura III.44 
apresenta-se a representação gráfica para o pré-processamento com remoção 
da média e para 2 componentes principais que, de acordo com os resultados 
obtidos para a validação cruzada para 5 blocos contíguos, é o que está 
associado a um erro menor. 
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Figura III.44 – Resultado da validação cruzada para 5 blocos contíguos para o modelo SIMCA 
para estirpes de S. pneumoniae cujos ácidos gordos foram extraídos e submetidos a uma 
análise por GC. Para a construção do modelo os resultados foram submetidos a um pré-
processamento de remoção da média e foram usados 3 componentes principais. Neste gráfico 
encontram-se representados no eixo das ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o 
número um corresponde ao serótipo 9v, o 2 ao 14, o 3 ao 19A, o 4 ao 23F e o 5 ao serótipo 
não determinado. Representado com o símbolo (x) está o serótipo previsto pelo modelo e com 
o símbolo (□) o serótipo definido pelo método de referência. 
 
O resultado do modelo SIMCA para a serotipagem indica que não foi 
possível identificar com sucesso o serótipo para 74,7% dos resultados, o que 
não é satisfatório. Se se dividirem os resultados de GC de modo a que 70% 
dos resultados seja usado para a construção de um modelo SIMCA e 30% para 
a sua validação, o que se obtém como resultado da validação é o representado 
na Figura III.45. 
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Figura III.45– Resultado da validação do modelo SIMCA para 30% dos resultados da análise 
de GC para estirpes de S. pneumoniae. Para a construção do modelo foram usados os 
resultados que foram submetidos a um pré-processamento de remoção da média e foram 
usados 2 componentes principais. Neste gráfico encontram-se representados no eixo das 
ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o número um corresponde ao serótipo 9v, o 2 
ao 14, o 3 ao 19A e o 4 ao 23F. Representado com o símbolo (x) está o serótipo previsto pelo 
modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo método clássico. O modelo apenas 
conseguiu prever correctamente o serótipo de 9 de 21 resultados (42,9%). 
 
Neste caso o modelo conseguiu prever o serótipo concordante com o 
do “método de xadrez” para apenas 42,9% dos resultados. 
Um outro modelo supervisionado a testar é o PLS discriminante. 
Para a elaboração deste modelo partiram-se dos resultados obtidos pela 
análise de ácidos gordos por GC, que resultam da eliminação dos espectros 
aberrantes e dos espectros sem serótipo determinado pelo método de 
referência e que foram submetidos aos pré-processamentos de remoção da 
média ou autonormalização. O modelo obtido (Figura III.46) resulta de uma 
validação cruzada com 8 blocos contíguos e 5 variáveis latentes. 
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Figura III.46 - Resultados obtidos para o modelo de PLS discriminante para o conjunto de 
resultados da análise de ácidos gordos por GC de S. pneumoniae, dos quais foram eliminados 
os resultados aberrantes e os resultados das estirpes cujo serótipo não foi determinado pelo 
método de referência. Este modelo resulta de uma validação cruzada com 8 blocos contíguos e 
5 variáveis latentes. Os resultados de GC usados foram submetidos a uma remoção da média 
e foram usados os ácidos gordos com quantidades significativas. A equivalência entre as cores 
e os serótipos encontra-se na legenda. 
 
A representação gráfica a 3 dimensões da Figura III.46 mostra que 
não existe uma separação nítida dos serótipos. Mas, de modo a avaliar o 
modelo, os dados foram divididos em dois grupos um para construção do 
modelo com 50 resultados de GC (70%) e outro para validação do modelo com 
21 resultados de GC (30%). A Figura III.47 mostra o resultado obtido para a 
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Figura III.47 - Resultados obtidos para a validação do modelo de PLS discriminante para 30% 
do conjunto de resultados da análise de ácidos gordos por GC de S. pneumoniae, dos quais 
foram eliminados os espectros aberrantes e os espectros cujo serótipo não está determinado. 
Este modelo resulta de uma validação cruzada com 5 variáveis latentes. Os resultados foram 
submetidos à remoção da média e usaram-se apenas as colunas com quantidades de ácidos 
gordos significativas. Representada com o símbolo (x) está o serótipo previsto pelo modelo e 
com o símbolo (□) o serótipo definido pelo método de referência. Com a designação 1 está o 
serótipo 9V, 2 o serótipo 14, 3 o serótipo 19A e 4 o serótipo 23F. A percentagem de estirpes 
correctamente identificadas foi de 57,1. 
 
O modelo PLS discriminante conseguiu apenas identificar 
correctamente 57,1% dos espectros usados na validação. 
Outro modelo supervisionado é o PLS hierárquico. Para o PLS 
hierárquico, foram testados os pré-processamentos referidos para os modelos 
SIMCA e PLS discriminante; escolheram-se 5 blocos contíguos para a 
validação cruzada e usaram-se os resultados resultantes da análise de ácidos 
gordos por GC, aos quais foram eliminados os resultados aberrantes e os 
resultados das estirpes cujo serótipo não foi determinado pelo método de 
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referência. O melhor resultado obtido foi para o pré-processamento da remoção 
da média e o resultado encontra-se na Tabela III.8: 
Tabela III.8 - Resultados obtidos para o modelo de PLS hierárquico, para 5 blocos contíguos, 
para os resultados da análise dos ácidos gordos por GC de S. pneumoniae. Os resultados 
usados foram submetidos à remoção da média. Nesta tabela encontram-se representados os 
serótipos, o número de variáveis latentes usadas para a identificação de cada serótipo, a 
sensibilidade e a especificidade.  
Serótipo LV Sensibilidade (α) Especificidade (β) 
9V 5 81,8 94,9 
23F 4 76,9 88,5 
14 4 80,0 50,0 
19A - 100,0 100,0 
 
Os valores de sensibilidade e especificidade para o modelo são 
baixos. Quando se dividem os resultados em 70% para construção do modelo 
de PLS hierárquico e 30% para validação do modelo obtido, o resultado para a 
validação de percentagem de estirpes com serótipo correctamente atribuído é 
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Figura III.48 - Validação do modelo PLS hierárquico com 30% do conjunto de resultados da 
análise de ácidos gordos por GC de S. pneumoniae dos quais foram eliminados os resultados 
aberrantes e os resultados das estirpes cujo serótipo não foi determinado pelo método de 
referência. Os resultados de GC foram submetidos a uma remoção da média e foram 
eliminados os ácidos gordos cuja expressão não é significativa. Neste gráfico encontram-se 
representados no eixo das ordenadas os serótipos do S. pneumoniae, onde o número um 
corresponde ao serótipo 9v, o 2 ao 14, o 3 ao 19A e o 4 ao 23F. Representada com o símbolo 
(x) está o serótipo previsto pelo modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo teste de 
referência. A taxa de previsões correctas é de 47,6% 
 
Quando se aplicam as redes neuronais ao conjunto total de dados 
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Figura III.49 - Representação gráfica dos resultados do modelo da rede neuronal aplicada aos 
resultados da análise de ácidos gordos por GC de S. pneumoniae. Foi usado como pré-
processamento a remoção de média. Foram usados todos os ácidos gordos, 6 nodos e 6 
componentes principais. Representada com o símbolo (•) está o serótipo previsto pelo modelo 
e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo “método de xadrez”. No eixo das ordenadas estão 
os serótipos cuja equivalência é a seguinte: 1 corresponde ao serótipo 9V, o 2 ao serótipo14, o 
3 ao serótipo 19A e o 4 ao serótipo 23F. 
 
Para este modelo a percentagem de estirpes com o serótipo 
correctamente atribuído para as estirpes de validação foi de apenas 31,8%, o 
que é um resultado bastante baixo. 
Tendo em conta os resultados obtidos para a validação dos modelos 
construídos, considera-se que não existe uma relação entre os ácidos gordos 
de cadeia C9 a C20 e os serótipos de S. pneumoniae, detectável pelos 
modelos testados e nas condições experimentais descritas. 
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6. Susceptibilidade à Penicilina 
6.1. FT-IR 
6.1.1 PCA 
Tal como para o estudo da serotipagem dos pneumococos optou-se 
por iniciar o estudo da susceptibilidade à penicilina por uma análise de 
componentes principais. Quando se usa todo o espectro para a análise, não se 
recorrendo a pré-processamentos, e se usa um número de componentes 
principais de 9 (valor determinado pela representação dos valores próprios), o 
que se obtém é o gráfico representado na Figura III.50: 
  
 
Figura III.50 - Análise de componentes principais para os 542 espectros, tal como foram 
obtidos pela análise de FT-IR, para estirpes de S. pneumoniae. Espectros das estirpes 
sensíveis (•) e espectros das estirpes resistentes à penicilina (•). 
 
Numa segunda abordagem recorreu-se a todos os números de onda 
dos espectros, a um número de componentes principais de 4 e vários  
pré-processamentos (filtro de Savitzky-Golay (17,2,1) + remoção da média, 
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filtro de Savitzky-Golay (17,2,2) + remoção da média, SNV + remoção da 
média, filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) + SNV e, MSN). Como se comprova pela 
observação da Figura III.51, não foi possível a distinção das estirpes de acordo 
com a sua susceptibilidade à penicilina para nenhuma das condições referidas, 
recorrendo às várias combinações de componentes principais.  



























Figura III.51 - Gráfico de componentes principais para 4 componentes principais e para todos 
os espectros analisados, utilizando todos os números de onda, com um pré-processamento de 
Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. Espectros das estirpes sensíveis (•) e espectros das estirpes 
resistentes à penicilina (•). 
 
A resistência dos S. pneumoniae deve-se à alteração das enzimas 
PBP que conseguem sintetizar a parede celular, mesmo na presença de 
antibiótico. Assim, foram estudadas as zonas espectrais correspondentes à 
parede celular (números de onda de 900 a 1185 cm-1), à amida I, à amida II e à 
amida III e às 3 zonas espectrais das 3 amidas em simultâneo. Para todas as 
zonas espectrais foram testados os pré-processamentos: filtro de Savitzky- 
-Golay (17,2,1) + remoção da média, filtro de Savitzky-Golay (17,2,2) + 
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remoção da média, SNV + remoção da média e filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) 
+ SNV. Os resultados obtidos não foram satisfatórios, como se pode ver na 
Figura III.52, que é representativa de todos os resultados obtidos para os vários  
pré-processamentos, para as várias zonas espectrais. 




























Figura III.52- Gráfico de componentes principais para todos os espectros analisados, utilizando 
a zona da gama espectral de 900 a 1185 cm-1, com um pré-processamento de Savitzky-Golay 




Tal como para o PCA, não foi possível construir um modelo SIMCA 
para avaliar a susceptibilidade das estirpes de S. pneumoniae analisadas. Este 
facto seria de esperar pois a construção do modelo SIMCA pressupõe um 
estudo prévio dos pré-processamentos adequados que é feito na análise de 
PCA. Como nesta última análise não se conseguiu determinar as condições 
adequadas à correcta separação das estirpes em sensível e resistente à 
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penicilina, o mesmo aconteceu aquando da elaboração o modelo SIMCA. Um 
exemplo do que se obteve é o que se encontra na Figura III.53. 
 
Figura III.53 – Resultado da validação cruzada para o modelo SIMCA com 14 componentes 
principais para o conjunto total de espectros. Neste gráfico no eixo das ordenadas está a 
susceptibilidade das estirpes de S. pneumoniae, onde o número 1 corresponde às estirpes 
sensíveis e 2 às estirpes resistentes. Com o símbolo (x) encontra-se a classe prevista pelo 
modelo e com o símbolo (□) a classe definida previamente, para cada resultado. Existe uma 
percentagem de espectros mal classificadas de 42,6%. 
 
Neste exemplo existe uma taxa de estirpes mal classificadas de 
42,6%, o que não se considera aceitável para a construção de um modelo. 
Se se considerarem gamas de números de onda, tal como foi feito 
para a análise de PCA, e os vários pré-processamentos referidos, o resultado a 
que se chega é semelhante para todas as zonas espectrais: amida I, amida II, 
amida III, parede celular e amidaI+amida II+ amida III. Na Figura III.54 mostra- 
-se o resultado obtido para a zona espectral da amida I. 
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Figura III.54 - Resultado da validação cruzada para o modelo SIMCA com 19 componentes 
principais para o conjunto total de espectros e para a gama espectral da Amida I. Neste gráfico 
no eixo das ordenadas está a susceptibilidade das estirpes de S. pneumoniae, onde o número 
1 corresponde às estirpes sensíveis e 2 às estirpes resistentes. Com o símbolo (x) encontra-se 
a classe prevista pelo modelo e com o símbolo (□) a classe definida previamente, para cada 
resultado. Existe uma percentagem de espectros mal classificadas de 40,0%. 
 
A percentagem de estirpes mal classificadas foi de 40,0%. Assim, 
pode-se concluir que não é possível definir um modelo SIMCA que avalie a 
susceptibilidade à penicilina, considerando apenas uma gama espectral e os 
pré-processamentos de SNV e filtro de Savitzky-Golay com os vários 
parâmetros do filtro atrás descritos. 
 
6.1.3. PLS 
6.1.3.1 PLS discriminante 
Para o método supervisionado PLS discriminante, tal como para o 
PCA e SIMCA, é necessária a definição do pré-processamento adequado à 
correcta separação dos espectros consoante a sua susceptibilidade à 
penicilina. Assim, foram testados modelos com os pré-processamentos: filtro de 
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Savitzky-Golay (17,2,1), filtro de Savitzky-Golay (17,2,2), filtro de Savitzky-
Golay (9,2,1), filtro de Savitzky-Golay (9,2,2), SNV, filtro de Savitzky-Golay 
(17,2,1) + SNV, filtro de Savitzky-Golay (17,2,2) + SNV, filtro de Savitzky-Golay 
(9,2,1) + SNV e filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) + SNV. Foi usada para a 
construção do modelo a totalidade dos espectros e toda a gama espectral. 
Para se determinar o número de variáveis latentes adequada recorreu-se à 
validação cruzada com 10 blocos contíguos. Os resultados obtidos foram muito 
semelhantes apresentando-se, na Figura III.55, o resultado para o pré- 
-processamento filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. 
 
 
Figura III.55 - Resultados obtidos para o modelo PLS discriminante usando para a validação 
cruzada 10 blocos contíguos e 6 variáveis latentes. Foram usados todos os espectros FT-IR de 
S. pneumoniae, que foram submetidos a pré-processamentos filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e 
SNV. A equivalência entre as cores e a susceptibilidade encontra-se na legenda. 
 
De modo a tentar optimizar os resultados, foram testadas várias 
gamas espectrais (amida I, amida II, amida III, conjunto das zonas espectrais 
da amida I+amida II+amida III e zona da parede celular (900 a 1185 cm-1)) 
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combinadas com os vários pré-processamentos referidos no parágrafo anterior. 
O resultado obtido foi, mais uma vez, semelhante para todas as gamas 
espectrais. Na Figura III.56 encontra-se a representação gráfica a três 
dimensões para a zona espectral da amida I. 
 
 
Figura III.56 - Resultados obtidos para o modelo de PLS discriminante usando para a validação 
cruzada 10 blocos contíguos e 6 variáveis latentes. Foram usados todos os espectros FT-IR de 
S. pneumoniae, que foram submetidos a pré-processamentos filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e 
SNV. Foi usada a gama espectral correspondente à amida I. A equivalência entre as cores e a 
susceptibilidade encontra-se na legenda. 
 
Tal como o representado na Figura III.56, nenhuma das zonas 
espectrais estudadas permitiu construir um modelo que separasse 
correctamente os espectros de acordo com a susceptibilidade à penicilina logo, 
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6.1.3.2. PLS hierárquico 
Uma vez que não foi possível construir um modelo com método 
supervisionado SIMCA e PLS disciminante, tentou-se construir um modelo com 
outro método supervisionado, o PLS hierárquico. Assim, construíram-se 
modelos para a totalidade dos espectros utilizando cada um dos seguintes pré-
processamentos: filtro de Savitzky-Golay (17,2,1), filtro de Savitzky-Golay 
(17,2,2), filtro de Savitzky-Golay (9,2,1), filtro de Savitzky-Golay (9,2,2), SNV, 
filtro de Savitzky-Golay (17,2,1) + SNV, filtro de Savitzky-Golay (17,2,2) + SNV, 
filtro de Savitzky-Golay (9,2,1) + SNV e filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) + SNV. 
Os melhores resultados foram para o pré-processamento Savitzky-Golay 
(9,2,2) + SNV. Apenas se apresenta o resultado do modelo PLS hierárquico 
com 16 blocos contíguos para a validação cruzada e com este último pré- 
-processamento (Tabela III.9).  
Tabela III.9 – Resultados obtidos para o modelo PLS hierárquico para todos os espectros FT-IR 
de S. pneumoniae, Os espectros usados foram submetidos a pré-processamentos Savitzky-
Golay (9,2,2) e SNV e usou-se a totalidade dos números de onda. Nesta tabela estão duas 
linhas onde uma corresponde às estirpes resistentes e a outra às estirpes sensíveis, cada uma 
com o número de variáveis latentes usadas para a identificação da susceptibilidade, a 
sensibilidade e a especificidade do modelo.  
Teste de Susceptibilidade LV Sensibilidade (α) (%) Especificidade (β) (%)
Sensível 15 80,37 47,43 
Resistente 0 100 100 
 
Uma vez que o modelo construído tem uma sensibilidade e 
especificidade muito baixas testaram-se modelos com os pré-processamentos: 
referidos no parágrafo anterior apenas para as zonas espectrais 
correspondentes à amida I, à amida II, à amida III, ao conjunto das zonas 
espectrais da amida I+amida II+amida III e para a zona espectral da parede 
celular (900 a 1185 cm-1). Os melhores resultados ocorreram para o modelo 
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com o pré-processamento Savitzky-Golay (9,2,2) + SNV. A sensibilidade e 
especificidade do modelo construído para a zona espectral da amida I foram 
semelhantes às obtidas para as restantes zonas espectrais estudadas. Assim, 
apenas se apresenta o resultado do modelo para a amida I e para 16 blocos 
contíguos.  
Tabela III.10 – Resultados obtidos para o modelo PLS hierárquico para 16 blocos contíguos 
para todos os espectros FT-IR de S. pneumoniae. Os espectros usados foram submetidos a 
pré-processamentos Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV e usou-se a zona espectral correspondente 
à da amida I. Nesta tabela estão duas linhas onde uma corresponde às estirpes resistentes e a 
outra às estirpes sensíveis cada uma com o número de variáveis latentes usadas para a 
identificação da susceptibilidade, a sensibilidade e a especificidade do modelo.  
Teste de Susceptibilidade LV Sensibilidade (α) (%) Especificidade (β) (%)
Sensível 3 50,37 70,96 
Resistente 0 100 100 
 
Dos resultados obtidos conclui-se que o modelo PLS hierárquico, 
aplicado a espectros de FT-IR nas condições estudadas neste trabalho, não 
permite avaliar a susceptibilidade à penicilina dos pneumococos. 
 
6.1.4. Redes neuronais 
Numa primeira abordagem foram usados todos os números de onda 
de todos os espectros e os pré-processamentos SNV, SNV com filtro de 
Savitzky-Golay com os seguintes parâmetros: (9,2,1), (9,2,2), (17,2,1) e 
(17,2,2) combinados com nodos de valores e componentes principais. O 
resultado obtido encontra-se na Figura III.57. 
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Figura III.57 - Representação gráfica dos resultados do modelo da rede neuronal aplicada a 
todos os espectros de FT-IR de S. pneumoniae. Foram usados como pré-processamentos o 
filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. Foi usada toda a gama espectral, 10 nodos e 10 
componentes principais. Representada com o símbolo (•) está a classe resistente/sensível 
valor prevista pelo modelo e com o símbolo (□) a classe resistente/sensível definida pelo 
método CLSI. A classe sensível corresponde ao número 1 e a resistente ao número 2. 
 
Os dados de validação indicam que o modelo conseguiu atribuir a 
classe resistente ou sensível semelhante ao resultado da susceptibilidade à 
penicilina pelo método do CLSI para apenas 57,1% dos espectros. 
Seleccionando zonas espectrais: Amida I, Amida II, Amida III, Amida I+Amida 
II+Amida III e, zona da parede e, os pré-processamentos descritos atrás, o que 
se obtém é um resultado semelhante para todas as gamas espectrais. Assim, 
na Figura III.58 apresenta-se como exemplo o modelo das redes neuronais 
aplicada a todos os espectros com a gama espectral correspondente à zona da 
Amida I com 10 nodos e 10 componentes principais e um pré-processamento 
de filtro de Savitzy-Golay (9,2,2) e SNV. 
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Figura III.58 - Representação gráfica dos resultados do modelo da rede neuronal aplicada a 
todos os espectros de FT-IR de S. pneumoniae. Foram usados como pré-processamentos o 
filtro de Savitzky-Golay (9,2,2) e SNV. Foi usada toda a gama espectral da Amida I, 10 nodos e 
10 componentes principais. Representada com o símbolo (•) está a classe resistente/sensível 
valor prevista pelo modelo e com o símbolo (□) a classe resistente/sensível definida pelo 
método CLSI. A classe sensível corresponde ao número 1 e a resistente ao número 2. 
 
Pode-se concluir que, também, com o modelo das redes neuronais, 
não é possível estudar a susceptibilidade à penicilina das estirpes de  
S. pneumoniae, nas condições estudadas nesta dissertação. 
 
6.2 GC 
Com esta análise pretende-se estudar a possível relação entre a 
susceptibilidade à penicilina e os ácidos gordos de cadeia C9 a C20 presentes 
na célula. Assim, numa primeira fase foi feita uma análise de componentes 
principais aos dados obtidos da extracção dos ácidos gordos constantes na 
Tabela VII.1 (anexo III). Como pré-processamentos testou-se a remoção da 
média e a autonormalização. Para nenhum dos pré-processamentos se 
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conseguiu uma separação dos resultados em dois grupos consoante a 
susceptibilidade, testando as várias combinações de componentes principais. 
Um exemplo do que se obteve para um modelo com 5 componentes principais 
e usando como pré-processamento a remoção da média encontra-se na Figura 
III.59. Neste exemplo está representado o componente principal número 3 
versus o componente principal número 1 pois foi aquele que apresentou uma 
melhor separação entre classes, se bem que não satisfatória. 
 
































Figura III.59 - Análise de componentes principais para estirpes de S. pneumoniae cujos ácidos 
gordos foram extraídos e submetidos a uma análise por GC. Para esta análise os resultados 
foram submetidos a um pré-processamento de remoção da média. 
 
Tal como foi referido para a secção da serotipagem, observando a 
Tabela VIII.1 (anexo III) verifica-se que existem colunas onde apenas existem 
ácidos gordos que estão relacionados com a resposta total da estirpe e não 
com a susceptibilidade à penicilina. Assim, tal como para a serotipagem, estas 
colunas foram eliminadas dos estudos. Foram também retirados os espectros 
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considerados aberrantes pela estatística de Hotelling e pela estatística dos 
resíduos. Fazendo uma representação gráfica do modelo de PCA com os 
dados resultantes, o que se obtém é o representado na Figura III.60. 































Figura III.60 - Análise de componentes principais para estirpes de S. pneumoniae cujos ácidos 
gordos foram extraídos e submetidos a uma análise por GC. Para esta análise os resultados 
foram submetidos a um pré-processamento de remoção da média e foram eliminados os 
resultados referentes aos resultados aberrantes. Foram também eliminadas da matriz as 
colunas referentes aos ácidos gordos em pequenas proporções. 
 
Em seguida estudou-se o modelo SIMCA para o conjunto de dados 
da análise dos ácidos gordos de S. pneumoniae por GC aos quais foram 
retirados os dados aberrantes. Da matriz de resultados a analisar também 
foram retirados os ácidos gordos que apenas estão presentes nas estirpes cuja 
solução de análise estava mais concentrada, tal como descrito anteriormente. 
A representação gráfica final encontra-se na Figura III.61. 
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Figura III.61 - Resultado da validação cruzada para 3 blocos contíguos para o modelo SIMCA 
para estirpes de S. pneumoniae cujos ácidos gordos foram extraídos e submetidos a uma 
análise por GC. Para a construção do modelo foram retirados os resultados considerados 
aberrantes e o conjunto de resultados a analisar foi submetido à remoção da média. O número 
de componentes principais adequado é 7. Neste gráfico encontra-se representado no eixo das 
ordenadas a resistência à penicilina com o número 2 e a sensibilidade com o número 1. 
Representado com o símbolo (x) está a susceptibilidade prevista pelo modelo e com o símbolo 
(□) a susceptibilidade obtida pelo método CLSI. Há uma classificação incorrecta para 48,2% 
das estirpes. 
 
O melhor modelo SIMCA para este conjunto de dados obtém-se para 
7 componentes principais, mas a percentagem de resultados mal classificados 
é de 48,2%, o que não é aceitável. Dividindo os dados de modo a ter 70% para 
a construção do modelo e 30% para validar, a representação gráfica que se 
obtém dos dados de validação encontra-se na Figura III.62. 
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Figura III.62 - Resultado da validação do modelo SIMCA para 30% dos resultados da análise 
de GC para estirpes de S. pneumoniae. Para a construção do modelo foram usados os 
resultados que foram submetidos a um pré-processamento de remoção da média e foram 
usados 3 componentes principais. Para a construção do modelo foram retirados os resultados 
considerados aberrantes. Neste gráfico encontra-se representado no eixo das ordenadas a 
resistência à penicilina com o número 2 e a sensibilidade com o número 1. Representado com 
o símbolo (x) está a susceptibilidade prevista pelo modelo e com o símbolo (□) a 
susceptibilidade obtida pelo método CLSI. O modelo conseguiu prever correctamente 33,3% do 
resultado da susceptibilidade à penicilina. 
 
O modelo SIMCA, para 30% dos resultados de GC usados na 
validação, conseguiu apenas prever correctamente a 
resistência/susceptibilidade à penicilina para 33,3%, o que não é aceitável para 
avaliar a susceptibilidade à penicilina de uma amostra desconhecida. 
Testando o modelo do PLS discriminante para os dados descritos 
para a elaboração do modelo SIMCA, o melhor resultado que se obtém é para 
a representação da variável latente número 4 versus a variável latente número 
1, que é o que se encontra representado na Figura III.63. 
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Figura III.63 - Resultados obtidos para o modelo de PLS discriminante usando para a validação 
cruzada 9 blocos contíguos e 8 variáveis latentes. Para a construção do modelo foram usados 
os resultados da extracção dos ácidos gordos do S. pneumoniae que foram submetidos a um 
pré-processamento de remoção da média e que resultam da eliminação dos resultados de GC 
aberrantes e dos ácidos gordos sem resposta significativa. A equivalência entre as cores e a 
susceptibilidade encontra-se na figura. 
 
Como se vê na figura acima representada, não existe uma boa 
separação entre as estirpes resistentes e sensíveis à penicilina. No entanto, 
construiu-se um modelo com 70% dos dados de GC que foi validado com os 
restantes 30%. O resultado da validação indica que o modelo de PLS 
discriminante consegue prever a susceptibilidade à penicilina para 62,5% dos 
resultados de GC.  
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Figura III.64 - Resultados obtidos para a validação do modelo de PLS discriminante para 30% 
do conjunto de resultados da análise de ácidos gordos por GC de S. pneumoniae, dos quais 
foram eliminados os espectros aberrantes. Para a construção do modelo foram usadas 8 
variáveis latentes. Os resultados foram submetidos à remoção da média e usaram-se apenas 
as colunas com quantidades de ácidos gordos significativas. Representada com o símbolo (x) 
está o serótipo previsto pelo modelo e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo método de 
referência. No eixo das ordenadas está a resistência à penicilina com o número 2 e a 
sensibilidade com o número 1. A percentagem de estirpes correctamente identificadas foi de 
54,2%. 
 
O modelo PLS discriminante conseguiu atribuir a 54,2% dos 
resultados de GC a resistência ou sensibilidade concordante com o método do 
CLSI. 
Outro modelo supervisionado que pode ser testado é o PLS 
hierárquico. De modo a poder comparar os modelos foram usados os mesmos 
dados que para os modelos SIMCA e PLS discriminante. O modelo construído 
resulta de uma validação cruzada de 5 blocos contíguos e está descrito na 
Tabela III.11. 
 
III. Resultados e Discussão 
 134 
Tabela III.11- Resultados obtidos para o modelo de PLS hierárquico para os resultados da 
extracção dos ácidos gordos analisados por GC de S. pneumoniae resultantes da eliminação 
dos resultados aberrantes. Os resultados foram submetidos à remoção da média e foram 
eliminados os ácidos gordos sem expressão significativa. Nesta tabela estão duas linhas onde 
uma corresponde às estirpes resistentes e a outra às estirpes sensíveis cada uma com o 
número de variáveis latentes usadas para a identificação da susceptibilidade, a sensibilidade e 
a especificidade do modelo.  
Teste de Susceptibilidade LV Sensibilidade (α) (%) Especificidade (β) (%)
Sensível 6 61,11 73,33 
Resistente 0 100,00 100,00 
 
Tal como foi feito para os outros modelos, se se retirarem 70% dos 
resultados para a construção do modelo e se se validar este modelo com os 
30% dos resultados restantes, o que se obtém é o representado na Figura 
III.65. 




















Figura III.65 - Validação do modelo PLS hierárquico com 30% do conjunto de resultados da 
análise de ácidos gordos por GC de S. pneumoniae dos quais foram eliminados os resultados 
aberrantes. Os resultados de GC foram submetidos a uma remoção da média e foram 
eliminados os ácidos gordos cuja expressão não é significativa. Neste gráfico encontram-se 
representados no eixo das ordenadas a sensibilidade à penicilina com o número 1 e a 
resistência com o número 2. Representada com o símbolo (x) está a susceptibilidade prevista 
pelo modelo e com o símbolo (□) a susceptibilidade definida pelo método descrito no CLSI. A 
taxa de previsões correctas é de 66,7%. 
 
III. Resultados e Discussão 
 135 
O modelo de PLS hierárquico apresentou uma taxa de resultados 
concordantes com o método do CLSI de 66,7%. 
O último modelo supervisionado testado é o das redes neuronais. Se 
se usarem 4 nodos e 4 componentes principais, o resultado do modelo obtido e 
da validação é o representado na Figura III.66. 
 















































Figura III.66 - Representação gráfica dos resultados do modelo da rede neuronal aplicada aos 
resultados da análise de ácidos gordos por GC de S. pneumoniae. Foi usado como pré-
processamento a remoção de média. Foram usados todos os ácidos gordos, 4 nodos e 4 
componentes principais. Representada com o símbolo (•) está o serótipo previsto pelo modelo 
e com o símbolo (□) o serótipo definido pelo “método de xadrez”. No eixo das ordenadas estão 
os serótipos cuja equivalência é a seguinte: 1 corresponde ao serótipo 9V, o 2 ao serótipo14, o 
3 ao serótipo 19A e o 4 ao serótipo 23F. 
 
Com as redes neuronais apenas se consegue atribuir a 
susceptibilidade à penicilina, concordante com os resultados obtidos pelo 
método do CLSI, para 68% dos ensaios. 
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Tal como para a serotipagem, não foi possível estabelecer uma 
relação entre a susceptibilidade à penicilina e os ácidos gordos de cadeia entre 
9  e 20 átomos de carbono, pelas abordagens seguidas. 
 
7. ATR 
Na análise por ATR foi colocada uma colónia directamente no 
compartimento de amostras. Nesta técnica, o espectro de infra-vermelho 
resultante deverá ter uma contribuição da parede celular maior do que a do 
citoplasma, uma vez que o ATR analisa sobretudo a superfície das  
células(70, 168). Assim, os resultados para a avaliação da serotipagem deverão 
ser melhores pois as diferenças nos serótipos acontecem ao nível da parede 
celular. Para o caso da susceptibilidade à penicilina, a resistência acontece 
pois as proteínas (PBP) responsáveis pela formação da parede celular, 
aquando da divisão celular, deixam de ter afinidade para a penicilina 
continuando o seu trabalho na presença ou ausência de antibiótico. Assim, a 
diferença entre estirpes resistentes e sensíveis deve-se à alteração de uma 
proteína existente na parede celular. Como as células têm muitas proteínas, os 
espectros de FT-IR obtidos são devidos às contribuições de todos os 
componentes celulares e onde todas as proteínas são agrupadas logo, terá 
uma grande vantagem se se conseguirem isolar as enzimas a estudar. Com o 
ATR não se isolam as enzimas mas, ao estudar apenas a parede celular, há 
um aumento da proporção das proteínas deste componente celular.  
No ATR do equipamento de FT-IR, coloca-se a amostra no suporte 
de amostras, fecha-se o compartimento e aperta-se até onde se conseguir, não 
havendo nenhum equipamento acessório que controle a torção. Apenas foi 
testada a estirpe 2003V1490$su19A uma vez que se queria avaliar a diferença 
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nos resultados entre as duas técnicas de amostragem: ATR e roda de selenato 
de zinco. O resultado obtido encontra-se na Figura III.67. 
 
Figura III.67 - Espectro de ATR para a estirpe 2003V1490$su19A de S. pneumoniae.  
 
Como se pode observar da Figura III.67, o espectro resulta de uma 
quantidade insuficiente de amostra. No entanto, foi colocada não uma só 
colónia mas todo o conteúdo de uma placa de gelose de sangue. As colónias 
de pneumococos são muito pequenas, e para uma correcta avaliação da 
estirpe dever-se-íam preparar várias placas de gelose de sangue. Por outro 
lado, como é um estudo para elaboração de um modelo, dever-se-ía poder 
controlar a torção do ATR para garantir a reprodutibilidade da técnica. Por 


























Nesta dissertação descreve-se a aplicação da técnica de FT-IR a 
estirpes de Streptococcus pneumoniae com o objectivo de desenvolver um 
método de serotipagem para 4 serótipos (9V, 14, 19A e 23F) e um método para 
a avaliação da susceptibilidade à penicilina. 
A técnica de FT-IR, como método para identificação de estirpes 
microbiológicas, é muito fácil de executar, é pouco dispendiosa e os resultados 
são bastante rápidos. Os consumíveis necessários para a análise de FT-IR 
fazem parte dos consumíveis habituais dos laboratórios e são bastante 
económicos. O único reagente necessário é água esterilizada. Assim, esta é 
uma técnica onde o valor gasto no ensaio de cada amostra é muito baixo, 
sobretudo quando comparado com os consumíveis e reagentes usados nos 
métodos de referência para a serotipagem e para os testes de susceptibilidade 
à penicilina. Uma vez que as estirpes de S. pneumoniae formam colónias 
pequenas e a quantidade de massa celular necessária para a análise em 
triplicado é grande, devem-se preparar duas placas de crescimento por cada 
estirpe. Como as placas usadas já preparadas foram adquiridas a um 
fornecedor, este será o consumível com maior importância ao nível económico.  
Inicialmente a taxa de estirpes que passou o teste de qualidade 
definido pelo fabricante do equipamento de FT-IR (Bruker) foi baixa. No 
entanto, a técnica foi afinada com a prática e a taxa de sucesso foi 
aumentando, deixando de ser uma condicionante para a obtenção de 
resultados aceitáveis. 
Para as estirpes analisadas foi possível construir modelos SIMCA, 
PLS discriminante, PLS hierárquico e redes neuronais com bons resultados 
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para a identificação dos serótipos 9V, 14,19A e 23F. Os modelos 
desenvolvidos pelas três técnicas apresentam resultados de identificação dos 
serótipos concordantes com o “método de xadrez”. Os resultados da correcta 
identificação das estirpes usadas na validação dos modelos são semelhantes, 
tal como descrito na Tabela IV.1. 
 
Tabela IV.1 – Resumo das percentagens de correcta classificação dos espectros de FT-IR de 
acordo com o serótipo para os 4 modelos testados nesta dissertação. 
Modelo Construção do modelo (%) Validação do Modelo (%) 
SIMCA 93,5 91,8 
PLS discriminante 92,6 97,1 
PLS hierárquico 92,2 72,8 
Redes neuronais 97,6 92,1 
 
Assim, para a serotipagem dos pneumococos deve-se usar como 
modelo de quimiometria o PLS discriminante tendo em consideração que 
poderá haver um erro de classificação para 3% das estirpes. O único modelo 
que não deverá ser usado é o do PLS hierárquico. 
De acordo com o descrito na validação do “método de xadrez”, 
quando as estirpes são reanalisadas por técnicos diferentes os resultados são 
todos concordantes, no entanto existem estirpes que não conseguem ser 
serotipadas, ou por não terem cápsula ou pelo serótipo não estar incluído no 
teste (155). Num estudo realizado em 11 laboratórios de referência, em que se 
recorreu a métodos serológicos para serotipar S. pneumoniae, concluiu-se que 
houve um erro de 5% (39 serotipagens) num total de 735 serotipagens 
realizadas, onde 18% dos erros ocorreram ao nível da espécie, 28% ao nível 
do serogrupo ou no serótipo quando não pertencente a nenhum serogrupo, 
44% acertou no serogrupo mas não no serótipo e para 10% foi registado que o 
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serótipo não era serotipável. Relativamente à percentagem tendo em conta 
apenas o número de estirpes, identificou-se um erro na serotipagem para 22 
das 70 estirpes (305)(83). Assim, verifica-se que os métodos serológicos 
também estão associados a erros, e superiores aos descritos nesta tese. Para 
além dos erros, o método serológico é muito dispendioso pois implica a 
existência de muitos soros, implica muito trabalho, e técnicos formados para o 
efeito, ao contrário do método apresentado nesta dissertação. 
Para a técnica de “dot-blot” a especificidade conseguida foi de 100% 
e a sensibilidade de 96%, valor próximo do obtido para o modelo PLS 
discriminante neste trabalho. A técnica é laboriosa e implica a existência de 
soros, tal como a técnica clássica, o que não é necessário para a análise de 
espectros de FT-IR(42). Os resultados da utilização do “Denka kit indicam uma 
especificidade e sensibilidade de 100% para a identificação de serogrupos mas 
com resultados piores para a identificação de serótipos (103). O método descrito 
nesta dissertação é mais barato que o do referido kit, pois sendo um teste 
serológico acaba por necessitar de soros específicos que são sempre 
dispendiosos.  
Outra técnica usada para serotipagem é o PCR. Numa publicação de 
2003(26), foi descrita esta técnica em complemento com soros para identificar 
determinados serótipos. Assim, foram definidos iniciadores de DNA que 
definem grupos de serótipos e uma vez definido o grupo por PCR podem-se 
recorrer a novas reacções de PCR mas agora específicas para um dado 
serótipo ou recorrer a soros específicos. As técnicas de PCR são dispendiosas 
e implicam um trabalho muito controlado para evitar contaminações de DNA. 
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Para além disso a técnica de PCR descrita recorre a soros para identificar 
alguns serótipos, o que torna o método ainda mais dispendioso.  
A técnica de FT-IR descrita neste trabalho é aquela que apresenta 
custos mais baixos por amostra analisada e que está associada a uma 
percentagem de erro muito baixa. No entanto, a limitação deste estudo é o 
número de serótipos estudados: apenas foram analisadas estirpes 
pertencentes a 4 serótipos identificados e um quinto grupo de estirpes cujo 
método de referência não identificou o serótipo. No que se refere à 
epidemiologia das crianças portuguesas com doença invasiva, a análise de 
estirpes dos serótipos 6B e 19F teria sido importante; no que refere a 
indivíduos com mais de 60 anos, o serótipo dominante encontra-se neste 
estudo mas existem outros serótipos com expressão significativa que não 
foram estudados: 1,3,4 e 8.  
Para a avaliação da susceptibilidade à penicilina das estirpes de  
S. pneumoniae, não foi possível desenvolver métodos SIMCA, PLS 
discriminante, PLS hierárquico e de redes neuronais que conseguissem 
distinguir as estirpes resistentes das estirpes sensíveis. Como a resistência à 
penicilina está relacionada com a alteração da enzima PBP, as zonas do 
espectro que poderiam estar alteradas nos espectros das estirpes resistentes 
são as das proteínas e, nos espectros, estas estão divididas em várias zonas: 
amida I, amida II e amida III. Como estas zonas não são específicas de 
nenhuma proteína mas sim do efeito cumulativo de todas as proteínas na 
célula, é difícil observar a diferença do efeito de uma só enzima. Existem 
artigos que descrevem que foi possível distinguir estirpes resistentes de 
estirpes sensíveis a partir de espectros de FT-IR(24, 51, 150). No entanto, nestes 
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casos, a resistência à penicilina não é devida à alteração de uma enzima mas 
sim, à expressão de proteínas que não são necessárias no caso de ausência 
de antibiótico. Nestes casos o efeito é visível e há uma sobre-expressão 
quando as estirpes crescem num meio com antibiótico(177). O ATR foi testado 
neste trabalho apenas para uma estirpe pois verificou-se que a quantidade de 
colónias de S. pneumoniae necessária para a obtenção de um espectro é muito 
grande, sendo para isso necessária a preparação de muitas placas de 
isolamento. Para além disso, o ATR disponível no laboratório do  
INFARMED, I. P., não tem controlo de torção, o que prejudica a repetibilidade 
do método que é importante aquando da construção de um modelo que se 
pretende que seja de uso fácil e aplicável por qualquer técnico, a qualquer 
altura. Por estes últimos factos a técnica de ATR deixou de ser testada. 
Neste trabalho, encontra-se também descrita uma técnica de análise 
de ácidos gordos, por cromatografia gasosa, de estirpes de S. pneumoniae. O 
objectivo deste estudo foi avaliar a existência de uma relação entre a 
composição em ácidos gordos das estirpes e o seu serótipo ou a sua 
susceptibilidade à penicilina. Os resultados foram submetidos a um tratamento 
de análise multivariada e, nas condições deste estudo, não foi possível 
identificar uma relação entre ácidos gordos de cadeia entre C9 e C20 com os 
serótipos ou com a sensibilidade/resistência à penicilina.  
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V. PERSPECTIVAS FUTURAS 
Relativamente ao serótipo, neste estudo apenas se testaram 4 
serótipos de S. pneumoniae e um conjunto de estirpes pertencente a uma 
classe que não têm quantidade de polissacáridos capsulares suficientes ou 
cujo serótipo não se encontra representado no “método de xadrez”. Assim, de 
modo a completar este estudo, deveriam ser incluídas mais estirpes de outros 
serótipos, nomeadamente os mais frequentes na população com idade superior 
a 60 anos, que diferem dos serótipos analisados, e os serótipos 6B e 19F 
significativos em crianças com doença invasiva. A técnica usada pressupõe 
uma elevada quantidade de colónias que poderá ser reduzida se se utilizar um 
microscópio de FT-IR, neste caso seria apenas necessária uma microcolónia e 
a serotipagem poderia ser feita numa fase muito precoce do isolamento do 
microrganismo, diminuindo o número de dias de espera de um resultado. 
Também se poderiam usar outras técnicas tais como a espectroscopia de 
Raman, descrita também em muitos artigos com o intuito de identificar 
microrganismos. Seria também importante, para a consolidação dos modelos 
gerados, a criação de uma base de dados com as estirpes analisadas com o 
objectivo de identificar o serótipo de estirpes em rotina.  
Relativamente ao estudo da susceptibilidade à penicilina do S. 
pneumoniae, não se obtiveram resultados conclusivos. A sensibilidade à 
penicilina deve-se ao facto das enzimas que participam na construção da 
parede celular (PBPs) se ligarem ao antibiótico impedindo a formação de novas 
células. Nas estirpes resistentes há uma alteração das PBPs que origina um 
decréscimo de afinidade ao antibiótico, ficando as enzimas disponíveis para a 
construção da parede celular. Logo, deve-se estudar esta zona do espectro 
V. Perspectivas futuras  
 144 
mas, como as proteínas existentes numa célula são muitas, as alterações nas 
PBPs podem não ser visíveis quando se estudam as contribuições de todos os 
componentes celulares. Assim, poder-se-íam submeter as estirpes, depois de 
crescidas em gelose de sangue, a um pré-tratamento que extraísse apenas a 
parede celular e fazer espectros apenas deste extracto tal como já foi referido 
numa publicação de 2005 (173), ou utilizar um ATR com controlo de torção.  
Por todas as vantagens descritas da técnica de FT-IR (rapidez na 
obtenção do resultado, custo por análise muito baixo, necessidade de poucos 
consumíveis, fácil de executar e sem necessidade de um operador experiente) 
e pelos resultados obtidos nesta dissertação, considera-se que esta técnica 
poderá ser implementada em laboratórios de rotina, como alternativa aos 
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Composição dos meios e soluções 
 




Composição do reagente de saponificação (Reagente GC #1) para a 
extracção dos ácidos gordos 
Metanol (HPLC grade)   150 ml 
Água desionizada   150 ml 
Hidróxido de Sódio (ACS)  45g 
 
Composição do reagente de Metilação (reagente GC #2) para a 
extracção dos ácidos gordos 
Metanol (HPLC grade)   275 ml 
Ácido Clorídrico 6,00N   325 ml 
 
Composição do reagente de Extracção (reagente GC #3) para 
extracção dos ácidos gordos 
Hexano (HPLC grade)   200 ml 







Composição do reagente de Lavagem (reagente GC #4) para a 
extracção dos ácidos gordos 
Água Desionizada   900 ml 
Hidróxido de Sódio (ACS)  10,8 g 
 
Composição da Solução saturada de Cloreto de sódio (reagente GC 
#5) para extracção dos ácidos gordos 
Água Desionizada   100 ml 





Explicação pormenorizada dos parâmetros usados no teste de Qualidade 
A avaliação do teste de qualidade é feita com base na escolha de 
números de onda característicos de determinadas bandas, que devem estar 
presentes num espectro de um microrganismo, e de números de onda nos 
quais não se devem observar bandas, quando se trata de analisar um 
microrganismo. Assim a explicação do conteúdo da Tabela II.2 é a seguinte (27): 
• Amplitude x – 1: Os valores de absorvância máximo e mínimo do 
espectro, que estejam no intervalo do número de onda definido na 
primeira coluna da tabela, serão determinados. Depois, será calculada a 
diferença entre os valores de absorvância determinados. Esta diferença 
deverá ser superior a 0,2 (mínimo delta y) e inferior a 2 (máximo delta y).  
• Amplitude x – 4: Nesta zona não devem existir bandas para as bactérias, 
assim será escolhida para a determinação do ruído. Para isso, é 
calculada a primeira derivada e são determinados os valores de 
absorvância máximos e mínimos neste intervalo (2000-2100 cm-1). A 
diferença entre estes valores não deverá ser superior ao valor de ruído 
máximo definido na tabela (0,00015). 
• Amplitude x – 5: Para avaliar a quantidade de vapor de água presente 
na amostra, deve-se avaliar a banda da água numa zona em que não 
existam bandas da amostra. Esta zona é entre 1847 e 1837 cm-1. Deve 
ser calculada a primeira derivada e determinados os valores de 
absorvância máximos e mínimos para este intervalo de números de 
onda. A diferença entre as absorvâncias determinadas não deverá ser 
superior ao valor definido na tabela para “água máx”.  
7. Anexos 
 176 
• Amplitude x –2: Para avaliar a razão sinal/ruído deve escolher-se uma 
zona do espectro que contenha uma banda característica, para se ter 
um valor para o sinal, e uma zona que não tenha bandas, para se avaliar 
o ruído. Todas as bactérias têm uma banda característica que 
corresponde à Amida I (1700-1600 cm-1). Como já foi referido, entre os 
2100 e 2000 cm-1, não existe nenhuma descrição, até à data, de alguma 
banda, quando se estudam bactérias. Assim, no teste de qualidade é 
determinada a primeira derivada do espectro e, são determinados os 
valores máximos e mínimos de absorvância para o intervalo 1700-1600 
cm-1. A diferença entre estes valores gera um S1, um parâmetro que 
corresponde, aproximadamente, à intensidade da banda definida.  
Este S1 é usado para determinar a razão sinal/ruído, que se 
calcula dividindo S1 pelo ruído. Esta razão deverá ser superior a 150.  
Dividindo S1 pelo sinal do vapor de água, a razão deverá ser superior 
a 100. 
• Amplitude x – 3: Nesta gama de comprimentos de onda encontra-se 
uma banda correspondente à vibração dos anéis de açúcar, também 
presentes nas bactérias. Nesta gama estuda-se uma segunda razão 
sinal/ruído. Assim, determina-se a primeira derivada e os máximos e 
mínimos de absorvância, para este intervalo. Depois, calcula-se a 
diferença entre estas absorvâncias obtendo-se um valor para S2. 
Dividindo este S2 pelo valor determinado para o ruído, dever-se-á obter 
um valor superior ao definido em sinal/ruído. Dividindo S2 pelo valor 
calculado de vapor de água (em “água máx”), obtém-se um valor que 
deverá ser superior ao valor tabelado para o parâmetro sinal/água. 
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• Amplitude x – 6: Nesta gama de números de onda, não deverão existir 
bandas, ou seja, permite determinar as interferências. A diferença entre 
o máximo e mínimo de absorvância da primeira derivada, na zona entre 
2200-2000 cm-1, deverá ser superior ao definido na tabela, na linha 





Tabela VII.1 – Resultados para a análise de ácidos gordos por GC das estirpes de S. pneumoniae. Para as estirpes que foram analisadas em dois dias, a 
estirpe do segundo dia tem a letra “a” após a indicação do serótipo. As linhas sublinhadas a cinzento correspondem a estirpes que tiveram de ser 
concentradas numa linha de azoto de modo a que a resposta total do GC fosse superior a 50000, resposta mínima exigida pela técnica. 
Ácido gordo 
designado 



























Tempo de retenção 1,648 1,91 2,2 2,268 2,482 2,508 2,761 2,774 2,802 2,825 2,98 3,002 3,084 3,144 3,383 3,395 3,411 3,439 3,46 3,614 3,655 3,911 
1999V0490$su19A 8,74 0,53 17,72 0,00 0,00 1,12 2,08 11,06 0,99 32,08 0,00 0,00 0,00 1,04 5,08 5,16 6,55 0,00 7,19 0,00 0,00 0,66 
1999V0772$su9V 13,42 0,60 19,83 0,00 0,00 1,11 1,09 5,45 0,57 32,27 0,00 0,00 0,00 1,11 4,78 4,71 5,38 0,00 9,08 0,00 0,00 0,60 
1999V0975$su23F 8,16 0,33 15,46 0,00 0,00 0,76 1,61 8,56 0,86 36,29 0,00 0,00 0,40 1,09 4,94 5,11 7,69 0,38 7,74 0,00 0,00 0,63 
1999V0983$su14 10,81 0,60 21,25 0,00 0,00 1,19 1,49 8,20 0,77 35,36 0,00 0,00 0,00 0,88 4,01 3,93 5,27 0,00 5,73 0,00 0,00 0,50 
1999V0993$su9V 7,42 0,46 16,23 0,00 0,00 1,10 1,66 9,44 0,92 35,12 0,00 0,00 0,46 1,17 4,92 5,59 7,30 0,33 7,21 0,00 0,00 0,68 
1999V1010$su19Aa 7,40 0,51 15,61 0,00 0,85 1,13 1,91 8,46 0,83 33,22 0,00 0,00 0,58 1,41 4,50 5,52 8,10 0,00 9,06 0,00 0,44 0,49 
2000V0193$su19A 8,79 0,00 15,89 0,00 0,00 1,13 1,77 10,23 0,91 32,83 0,00 0,00 0,00 1,31 5,24 6,09 6,65 0,00 8,54 0,00 0,00 0,61 
2000V0324$su19A 8,55 0,54 17,12 0,00 0,00 1,12 1,85 9,23 0,84 33,74 0,00 0,00 0,48 1,17 4,70 5,61 6,39 0,00 7,62 0,00 0,48 0,55 
2000V0324$su19Aa 9,39 0,00 18,28 0,00 0,00 0,70 1,64 8,44 0,76 33,09 0,91 0,00 0,00 0,91 4,80 6,88 5,78 0,00 8,67 0,00 0,00 0,67 
2000V0906$suNT 6,82 0,00 14,46 0,00 0,00 1,30 1,69 8,07 0,82 33,81 0,00 0,00 0,00 1,47 5,79 7,11 7,92 0,00 10,03 0,00 0,00 0,70 
2000V0906$suNTa 6,89 0,00 14,27 0,00 0,00 0,84 1,57 7,73 0,77 31,85 0,00 0,00 0,00 1,20 6,25 9,19 7,50 0,00 11,14 0,00 0,00 0,80 
2000V1210$su14 7,62 0,40 15,54 0,00 0,00 0,82 1,54 8,58 0,87 35,67 0,00 0,00 0,37 1,09 3,86 4,73 8,81 0,45 7,84 0,40 0,59 0,83 
2000V1217$su23F 7,96 0,00 15,70 0,00 0,00 0,94 1,62 8,67 0,83 35,13 0,00 0,00 0,00 1,30 5,15 5,99 7,90 0,00 7,82 0,00 0,00 1,01 
2000V1217$su23Fa 9,63 0,00 17,49 0,00 0,00 0,66 1,52 7,80 0,75 33,73 0,00 0,00 0,00 0,88 5,01 7,10 5,86 0,00 8,77 0,00 0,00 0,80 
2000V1226$su9V 8,80 0,00 17,20 0,00 0,00 1,18 1,53 8,14 0,75 34,50 0,00 0,00 0,00 1,34 5,36 6,03 6,96 0,00 8,19 0,00 0,00 0,00 
2000V1226$su9Va 10,02 0,00 17,60 0,00 0,00 0,72 1,44 7,45 0,73 32,66 0,00 0,00 0,00 0,93 5,31 7,29 5,91 0,00 9,22 0,00 0,00 0,71 
2001V0172$su9V 9,54 0,00 19,43 0,00 0,00 1,28 1,64 8,88 0,80 34,36 0,00 0,00 0,00 1,11 5,06 5,13 5,85 0,00 6,93 0,00 0,00 0,00 
2001V0172$su9Va 9,65 0,00 18,46 0,00 0,00 0,73 1,44 7,81 0,72 33,54 0,00 0,00 0,00 0,93 5,09 6,84 5,52 0,00 8,59 0,00 0,00 0,70 
2001V0180$su9V 9,27 0,68 19,32 0,00 0,00 1,29 1,67 9,11 0,83 34,84 0,00 0,00 0,00 1,20 4,27 4,63 5,62 0,00 6,75 0,00 0,00 0,52 
2001V0462$su14 8,23 0,00 17,63 0,00 0,00 1,13 1,45 7,54 0,72 35,08 0,00 0,00 0,00 1,31 5,22 5,94 6,42 0,00 9,33 0,00 0,00 0,00 
2001V0761$su14 9,29 0,00 18,06 0,00 0,00 1,13 1,47 7,95 0,75 34,69 0,00 0,00 0,00 1,18 4,75 5,23 6,27 0,00 9,24 0,00 0,00 0,00 
2001V0919$su23F 7,38 0,48 15,16 0,00 0,50 1,04 2,01 10,06 0,98 31,81 0,65 0,00 0,60 1,21 4,50 5,62 8,65 0,43 7,12 0,42 0,76 0,62 
2001V0919$su23Fa 7,88 0,00 15,32 0,00 0,00 0,66 1,64 9,02 0,84 33,72 0,00 0,00 0,00 1,03 4,39 7,00 8,27 0,00 9,69 0,00 0,00 0,54 
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Tabela VII.1 (continuação)                 
Ácido gordo 
designado 



























Tempo de retenção 1,648 1,91 2,2 2,268 2,482 2,508 2,761 2,774 2,802 2,825 2,98 3,002 3,084 3,144 3,383 3,395 3,411 3,439 3,46 3,614 3,655 3,911 
2001V1072$su23F 7,46 0,42 14,05 0,00 0,00 0,87 1,52 8,21 0,87 36,89 0,00 0,00 0,49 1,39 4,08 4,89 9,12 0,43 8,71 0,00 0,00 0,60 
2001V1096$su14 8,27 0,64 16,82 0,00 0,00 1,24 1,43 8,03 0,76 33,54 0,00 0,00 0,44 1,37 4,78 6,08 6,96 0,00 8,58 0,00 0,50 0,55 
2001V1123$su23F 10,06 0,54 18,12 0,00 0,00 0,96 1,44 7,61 0,70 35,35 0,00 0,00 0,00 1,13 4,90 5,16 6,02 0,00 7,12 0,00 0,00 0,90 
2001V1152$su14 8,93 0,00 16,56 0,00 0,00 1,15 1,45 8,22 0,75 33,59 0,00 0,00 0,00 1,37 5,24 6,13 7,02 0,00 9,57 0,00 0,00 0,00 
2001V1152$su14a 9,17 0,00 16,82 0,00 0,00 0,67 1,42 7,32 0,72 32,85 0,00 0,00 0,00 0,94 5,57 7,54 6,15 0,00 10,00 0,00 0,00 0,83 
2001V1222$su19A 7,51 0,00 16,57 0,00 0,00 0,87 1,72 9,80 0,93 36,37 0,00 0,00 0,00 1,04 3,97 4,54 8,33 0,00 7,86 0,00 0,00 0,48 
2001V1222$su19Aa 7,69 0,00 16,47 0,00 0,00 0,66 1,54 8,62 0,85 35,26 0,00 0,00 0,00 0,95 4,36 6,59 7,20 0,39 8,84 0,00 0,00 0,60 
2001V1277$su9V 9,86 0,55 19,58 0,00 0,00 1,09 1,49 7,73 0,71 34,67 0,00 0,00 0,00 1,23 4,52 4,75 5,74 0,00 7,56 0,00 0,00 0,52 
2001V1277$su9Va 10,30 0,00 19,09 0,00 0,00 0,67 1,25 6,33 0,63 33,07 0,00 0,00 0,00 0,90 5,47 7,32 5,11 0,00 9,24 0,00 0,00 0,61 
2002V0067$su23F 8,34 0,00 16,45 0,00 0,00 1,08 1,81 9,32 0,88 36,53 0,00 0,00 0,00 1,18 4,56 5,08 6,88 0,00 7,35 0,00 0,00 0,54 
2002V0067$su23Fa 7,56 0,00 15,24 0,00 0,00 0,62 1,69 8,72 0,89 34,55 0,00 0,00 0,00 1,00 5,15 7,32 7,32 0,00 9,25 0,00 0,00 0,67 
2002V0488$su14 6,33 0,47 14,43 0,00 0,76 1,05 2,16 10,93 1,12 31,88 0,00 0,00 0,58 1,27 5,11 6,20 8,65 0,00 8,09 0,00 0,55 0,44 
2002V0701$su19 10,05 0,68 18,84 0,00 0,00 1,22 1,81 9,44 0,90 33,09 0,00 0,00 0,00 1,10 4,05 4,60 6,91 0,00 6,85 0,00 0,00 0,47 
2002V0929$su14 6,51 0,48 12,90 0,00 0,00 0,96 1,49 8,65 0,88 38,11 0,00 0,00 0,46 1,48 4,55 5,45 8,47 0,00 9,05 0,00 0,00 0,57 
2002V0929$su14a 6,31 0,00 11,77 0,00 0,00 0,58 1,52 8,65 0,85 37,06 0,00 0,00 0,00 1,12 5,13 7,49 7,72 0,41 10,63 0,00 0,00 0,76 
2002V1462$su14 9,38 0,51 16,04 0,00 0,00 0,91 1,20 5,92 0,60 37,31 0,00 0,00 0,00 1,37 4,35 4,70 7,32 0,00 8,96 0,00 0,00 0,64 
2002V1463$suNT 7,79 0,00 16,66 0,00 0,00 0,92 2,06 9,68 0,95 32,57 0,00 0,00 0,00 1,17 5,75 6,34 7,03 0,00 8,37 0,00 0,00 0,70 
2002V1463$suNTa 7,21 0,00 14,96 0,00 0,00 0,66 1,69 7,96 0,81 31,47 0,00 0,00 0,00 1,07 6,25 9,21 6,69 0,00 11,04 0,00 0,00 0,97 
2003V0033$su19A 8,19 0,62 15,39 0,00 0,00 1,24 1,78 8,48 0,86 34,58 0,00 0,00 0,58 1,37 4,56 5,61 8,13 0,00 7,99 0,00 0,00 0,61 
2003V0033Ssu19Aa 8,35 0,33 16,74 0,00 0,00 0,79 1,63 7,94 0,81 33,93 0,00 0,32 0,33 0,95 4,83 7,00 6,18 0,29 8,90 0,00 0,00 0,68 
2003V0063$su23F 7,09 0,45 14,48 0,00 0,00 1,02 1,77 9,19 0,94 33,77 0,00 0,00 0,53 1,29 5,50 6,16 7,91 0,00 8,66 0,00 0,60 0,64 
2003V0063$su23Fa 7,15 0,00 14,05 0,00 0,00 0,80 1,45 8,28 0,84 32,69 0,00 0,00 0,00 1,12 5,67 8,49 8,11 0,00 10,59 0,00 0,00 0,75 
2003V0076$su19A 9,02 0,70 18,16 0,00 0,00 1,34 1,98 11,36 1,02 33,22 0,00 0,00 0,52 1,12 3,80 4,35 6,92 0,00 6,48 0,00 0,00 0,00 
2003V0076$su19Aa 7,79 0,00 15,18 0,00 0,00 0,81 1,62 9,61 0,91 33,40 0,00 0,00 0,00 1,06 4,67 7,08 7,71 0,00 9,39 0,00 0,00 0,78 
2003V0088$su23F 9,17 0,00 17,18 0,00 0,00 0,95 1,72 8,87 0,87 36,04 0,00 0,00 0,00 1,14 4,65 5,02 6,55 0,00 7,31 0,00 0,00 0,53 
2003V0088$su23Fa 7,30 0,00 14,27 0,00 0,00 0,59 1,45 8,18 0,81 33,74 0,00 0,00 0,00 1,06 5,16 7,82 8,05 0,44 10,34 0,00 0,00 0,78 
2003V0148$su23F 8,96 0,72 18,08 0,00 0,00 1,43 2,03 11,07 0,93 31,36 0,00 0,00 0,55 1,10 5,04 5,28 5,85 0,00 6,97 0,00 0,00 0,62 
2003V0262$su9V 8,64 0,57 17,57 0,00 0,00 1,14 1,49 8,36 0,76 33,33 0,00 0,00 0,00 1,31 4,96 6,08 6,91 0,00 8,10 0,00 0,00 0,76 
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Tempo de retenção 1,648 1,91 2,2 2,268 2,482 2,508 2,761 2,774 2,802 2,825 2,98 3,002 3,084 3,144 3,383 3,395 3,411 3,439 3,46 3,614 3,655 3,911 
2003V0319$suNT 7,66 0,00 16,51 0,00 0,00 0,98 1,50 7,80 0,82 36,71 0,00 0,00 0,00 1,35 4,79 4,99 7,53 0,00 8,37 0,00 0,00 0,98 
2003V0416$suNT 7,92 0,72 16,26 0,00 0,00 1,30 1,28 6,23 0,66 36,24 0,00 0,00 0,00 1,53 5,32 5,78 6,46 0,00 9,68 0,00 0,00 0,62 
2003V0577$su19A 9,11 0,00 16,05 0,00 0,00 0,92 1,96 8,35 0,99 34,38 0,00 0,00 0,00 1,21 5,22 5,93 6,89 0,00 9,00 0,00 0,00 0,00 
2003V0577$su19Aa 11,41 0,00 19,56 0,00 0,00 0,68 1,66 8,25 0,79 31,56 0,00 0,00 0,00 0,78 4,98 6,67 4,92 0,00 8,12 0,00 0,00 0,62 
2003V0583$suNT 7,56 0,71 17,11 0,00 0,00 1,55 1,65 7,44 0,86 35,18 0,00 0,00 0,00 1,36 5,38 5,54 6,27 0,00 8,77 0,00 0,00 0,62 
2003V0583$suNTa 7,67 0,00 16,51 0,00 0,00 0,97 1,44 6,95 0,79 32,97 0,00 0,00 0,00 1,03 6,62 8,50 6,01 0,00 9,74 0,00 0,00 0,79 
2003V0585$su19A 11,54 0,53 20,65 0,00 0,00 1,12 1,60 8,44 0,77 34,03 0,00 0,00 0,00 1,02 4,36 4,38 4,98 0,00 6,58 0,00 0,00 0,00 
2003V0585$su19Aa 12,68 0,00 21,44 0,00 0,00 0,69 1,49 7,49 0,68 31,01 0,00 0,00 0,00 0,73 4,71 6,24 4,35 0,00 7,81 0,00 0,00 0,68 
2003V0785$su9V 9,17 0,72 18,86 0,00 0,00 1,42 1,78 9,81 0,86 33,03 0,00 0,00 0,52 1,27 4,61 5,28 5,86 0,00 6,17 0,00 0,00 0,64 
2003V0785$su9Va 8,47 0,00 17,29 0,00 0,00 0,83 1,43 8,36 0,80 33,84 0,00 0,00 0,00 1,20 4,74 6,81 6,50 0,00 9,14 0,00 0,00 0,59 
2003V0787$suNT 10,77 0,79 22,05 0,00 0,00 1,42 0,69 2,77 0,00 36,65 0,00 0,00 0,00 1,12 5,74 6,82 3,46 0,00 7,71 0,00 0,00 0,00 
2003V0787$suNTa 11,03 0,48 19,81 0,00 0,00 1,03 0,63 2,39 0,00 32,82 0,00 0,41 0,00 0,99 6,48 9,66 3,29 0,00 10,19 0,00 0,00 0,80 
2003V0790$su14 7,26 0,51 14,59 0,00 0,00 0,96 1,72 8,64 0,90 35,19 0,00 0,00 0,49 1,33 4,32 5,06 9,34 0,49 8,59 0,00 0,00 0,61 
2003V0803$su14 9,73 0,65 19,29 0,00 0,00 1,16 1,67 9,10 0,77 33,20 0,00 0,00 0,00 1,13 4,61 5,14 5,92 0,00 7,13 0,00 0,00 0,51 
2003V0803$su14a 11,54 0,00 20,58 0,00 0,00 0,66 1,53 7,47 0,67 32,34 0,00 0,00 0,00 0,82 4,30 6,11 5,26 0,00 8,14 0,00 0,00 0,58 
2003V0813$su14 9,01 0,00 17,39 0,00 0,00 0,82 1,57 8,38 0,83 36,62 0,00 0,00 0,00 1,05 4,01 4,67 7,49 0,00 8,16 0,00 0,00 0,00 
2003V0813$su14a 7,79 0,00 15,35 0,00 0,00 0,54 1,43 7,57 0,77 35,50 0,00 0,00 0,00 0,79 4,38 6,97 8,79 0,00 9,61 0,00 0,00 0,51 
2003V1104$su14 9,79 0,00 18,87 0,00 0,00 0,91 1,58 7,98 0,79 33,56 0,00 0,00 0,00 0,96 4,90 4,76 6,26 0,00 8,91 0,00 0,00 0,73 
2003V1112$su19A 8,88 0,00 17,39 0,00 0,58 0,77 1,71 9,15 0,88 35,32 0,00 0,00 0,00 1,01 4,54 4,70 6,91 0,00 7,49 0,00 0,00 0,66 
2003V1113$suNT 5,75 0,00 12,23 0,00 0,00 1,23 1,95 8,91 1,02 34,04 0,00 0,00 0,67 1,42 7,08 7,06 8,30 0,00 9,44 0,00 0,00 9,44 
2003V1113$suNTa 7,15 0,00 13,79 0,00 0,00 0,89 1,73 8,31 0,90 33,32 0,00 0,00 0,00 1,13 6,46 8,40 6,99 0,00 10,10 0,00 0,00 0,83 
2003V1199$su14 8,50 0,50 17,62 0,00 0,00 1,00 1,52 8,56 0,79 36,30 0,00 0,00 0,37 1,14 4,17 4,51 6,75 0,00 7,27 0,00 0,43 0,57 
2003V1200$su14 8,83 0,00 17,84 0,00 0,00 0,81 1,47 7,48 0,80 35,46 0,00 0,00 0,00 1,00 5,17 5,37 6,99 0,00 8,12 0,00 0,00 0,65 
2003V1200$su14a 10,67 0,00 19,21 0,00 0,00 0,79 1,39 6,81 0,73 32,78 0,00 0,00 0,00 1,00 5,63 7,24 4,64 0,00 8,39 0,00 0,00 0,73 
2003V1203$suNT 4,85 0,00 18,21 0,00 0,00 0,63 5,30 4,28 0,80 36,80 0,00 0,55 0,00 0,85 4,93 6,48 7,29 0,00 7,65 0,00 0,00 0,72 
2003V1203$suNTa 5,15 0,00 18,72 0,00 0,00 0,52 4,69 4,17 0,70 35,99 0,00 0,00 0,00 0,81 5,02 8,41 6,34 0,00 8,71 0,00 0,00 0,77 
2003V1481$su23F 8,48 0,00 16,41 0,00 0,00 0,71 1,54 8,07 0,79 35,98 0,00 0,00 0,00 1,02 4,08 6,22 7,22 0,00 8,93 0,00 0,00 0,54 
2003V1481Ssu23F 8,43 0,44 16,72 0,00 0,00 0,94 1,72 8,57 0,85 36,93 0,00 0,00 0,00 1,17 4,01 4,39 7,67 0,00 7,63 0,00 0,00 0,52 
2003V1484$su23F 8,71 0,42 16,96 0,36 0,00 0,97 2,42 12,21 1,06 31,44 0,48 0,00 0,48 1,04 4,02 4,81 7,32 0,00 6,41 0,51 0,00 0,51 
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Tempo de retenção 1,648 1,91 2,2 2,268 2,482 2,508 2,761 2,774 2,802 2,825 2,98 3,002 3,084 3,144 3,383 3,395 3,411 3,439 3,46 3,614 3,655 3,911 
2003V1485$su19A 11,56 0,59 20,46 0,00 0,00 1,15 1,48 7,50 0,70 35,58 0,00 0,00 0,00 1,05 3,99 4,22 4,90 0,00 6,36 0,00 0,00 0,48 
2003V1485$su19Aa 11,03 0,00 18,74 0,00 0,00 0,81 1,31 7,21 0,66 35,78 0,00 0,00 0,00 0,82 4,33 5,76 5,23 0,00 7,72 0,00 0,00 0,60 
2003V1486$su19A 10,28 0,61 18,79 0,00 0,00 1,17 1,63 9,02 0,84 33,16 0,00 0,00 0,41 1,03 4,40 4,57 6,28 0,34 6,80 0,00 0,00 0,66 
2003V1489$su19A 9,86 0,45 18,30 0,38 0,00 0,91 2,21 11,43 0,96 33,22 0,44 0,00 0,39 0,92 4,08 4,05 5,70 0,00 6,13 0,00 0,00 0,56 
2003V1490$su19A 11,57 0,67 15,99 0,00 0,00 1,28 1,67 7,52 0,75 29,11 0,00 0,00 0,00 1,18 6,70 6,65 5,98 0,00 10,07 0,00 0,00 0,86 
2003V1490$su19Aa 9,15 0,00 16,12 0,00 0,00 0,80 1,69 8,37 0,82 32,54 0,00 0,00 0,00 0,99 5,15 7,14 7,49 0,00 9,19 0,00 0,00 0,55 
2003V1494$su14 9,72 0,61 18,86 0,00 0,00 1,11 1,38 7,81 0,70 34,12 0,00 0,00 0,00 1,26 4,38 5,10 5,99 0,00 8,96 0,00 0,00 0,00 
2003V1495$su19A 11,80 0,00 20,72 0,00 0,00 1,05 2,28 11,64 0,93 31,64 0,00 0,00 0,00 0,92 4,03 4,24 4,67 0,00 6,08 0,00 0,00 0,00 
2003V1528$su9V 9,49 0,00 19,32 0,00 0,00 0,96 1,58 8,57 0,77 35,37 0,00 0,00 0,00 1,00 4,14 4,25 6,29 0,00 7,72 0,00 0,00 0,55 
2003V1528$su9Va 10,68 0,00 19,71 0,00 0,00 0,67 1,51 7,75 0,71 33,84 0,00 0,00 0,00 0,89 4,11 6,05 5,74 0,00 8,33 0,00 0,00 0,00 
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